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 L’athérosclérose est une maladie vasculaire inflammatoire chronique qui se 
développe progressivement au cours de la vie. Les mécanismes impliqués sont 
complexes et la recherche de nouveaux candidats impliqués dans l'athérogénèse est 
toujours d'actualité. L’Angiopoietine-like 2 (Angptl2) est une protéine relativement 
peu connue, aux propriétés pro-angiogéniques et pro-inflammatoires, qui appartient 
par homologie à la grande famille des angiopoietines, mais dont le récepteur n'est pas 
encore clairement identifié. Les situations pathologiques dans lesquelles l’Angptl2 
jouerait un rôle crucial sont diverses, mais sa contribution moléculaire dans le 
développement de l’athérosclérose est inconnue. Par differential display, nous avons 
initialement identifié l'Angptl2 comme étant surexprimée dans des cellules 
endothéliales sénescentes, isolées et cultivées à partir d'artères mammaires internes 
de patients athérosclérotiques ayant subi un pontage coronarien. Cette découverte a 
été la à base de mon projet, et mes objectifs ont été 1) de déterminer l'implication de 
l’Angptl2 vasculaire en présence de facteurs de risques tels que le tabagisme et la 
dyslipidémie, 2) de produire et de purifier une protéine recombinante fonctionnelle 
de l’Angptl2 afin d'identifier in vitro de nouvelles propriétés cellulaires de l'Angptl2 
et 3) d'étudier in vivo le potentiel pro-athérogénique de l'Angptl2 recombinante dans 
un modèle murin de dyslipidémie sévère. 
 Nous avons montré que l’Angptl2 est sécrétée préférentiellement dans des 
conditions pro-oxydantes et pro-inflammatoires, avec une augmentation de son 
expression endothéliale de l’ordre de 6 fois chez des patients coronariens fumeurs 
atteints de maladie pulmonaire obstructive chronique. Suite à ces résultats, nous 
avons émis l’hypothèse que l’Angptl2, en plus de ses fonctions pro-inflammatoires 
connues, possède des propriétés pro-oxydantes. Nous avons démontré que l’Angptl2 
recombinante stimule en effet la production de radicaux libres dans des HUVEC en 
culture, via l’inhibition partielle de la voie cytoprotectrice antioxydante Nrf2/HO-1 et 
potentiellement via l'activation de kinase intracellulaire de type p38.  
 A l'aide de souris dyslipidémiques LDLr-/-; hApoB-100+/+, nous avons 
démontré que le niveau d’Angptl2 plasmatique, vasculaire et dans les plaques 
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athéromateuses, augmente parallèlement avec le développement de l’athérosclérose. 
De plus, une stimulation avec l’Angptl2 recombinante engendre chez ces souris une 
réponse inflammatoire évaluée par l’expression endothéliale de cytokines et de 
molécules d'adhésion et par l’infiltration de leucocytes sur l’endothélium vasculaire. 
Finalement, l’administration intraveineuse de la protéine recombinante d’Angptl2 
pendant quatre semaines à des souris LDLr-/-; hApoB-100+/+ augmente de 10 fois 
l'expansion de la plaque athérosclérotique et double leur taux de cholestérol 
circulant. Nous avons aussi montré que chez des patients athérosclérotiques, 
l'Angptl2 plasmatique est 6 fois plus élevée que chez des sujets sains du même âge.  
 Nos études semblent donc définir l’Angptl2 comme un facteur contribuant 
directement au développement de l'athérosclérose en favorisant la sénescence, 
l’inflammation et l’oxydation des cellules endothéliales. Ces propriétés pourraient 
globalement définir l'Angptl2, non seulement comme un nouveau biomarqueur 
circulant de l’athérosclérose, mais également comme l'un de ses promoteurs.  
 
 
Mots-clés : Angiopoietine-like 2 (Angplt2), athérosclérose, inflammation, oxydation, 
vieillissement, molécules d’adhésion, construction de l’Angptl2-GST, purification 
protéique, système de défense intracellulaire (Nrf2, HO-1), signalisation 





Atherosclerosis is a chronic vascular inflammatory disease that develops 
gradually during life. While the control mechanisms of this disease are complex and 
variable, research continues to identify new protein candidates involved in 
atherogenesis. Angiopoietin-like2 (Angptl2) is a relatively unknown protein, recently 
shown to display angiogenic and pro-inflammatory properties. Based upon structural 
homology, Angptl2 is a member of the angiopoietin family; however, the Angptl2 
receptor has not yet been clearly identified. The reported pathological situations in 
which Angptl2 may play a crucial role are multiple, but its molecular contribution in 
the development of atherosclerosis remains unknown. By differential display, we 
initially identified Angptl2 as being overexpressed in senescent endothelial cells, 
isolated and cultivated from internal mammary arteries of atherosclerotic patients 
undergoing coronary bypass. This observation was at the basis of my project. My 
specific objectives were 1) to determine the abundance of vascular Angptl2 in the 
presence of risk factors such as smoking and dyslipidemia, 2) to produce and purify a 
functional recombinant human Angptl2 protein in order to examine its effects on 
cellular function in vitro, and 3) to study the pro-atherogenic potential of Angptl2 in 
vivo using a mouse model of severe dyslipidemia. 
We showed that Angptl2 is preferentially secreted under pro-oxidant and pro-
inflammatory conditions, with a 6-fold increase in endothelial Angptl2 expression in 
smoker coronary patients with chronic obstructive pulmonary disease. Based on 
these results, we hypothesized that, in addition to its known pro-inflammatory 
functions, Angptl2 has pro-oxidant properties. Accordingly, we demonstrated that 
recombinant Angptl2 stimulates the production of free radicals by HUVEC, an action 
exerted, at least in part, by the inhibition of the cytoprotective antioxidant pathway, 
Nrf2/HO-1, and potentially via the activation of the intracellular p38 MAPK 
pathway. 
In dyslipidemic LDLr-/-; hApoB-100+/+ mice, we showed that the levels of 
endogenous Angptl2 in plasma, vascular tissue and atherosclerotic lesions increase in 
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parallel with the development of atherosclerosis. In addition, stimulation with 
recombinant Angptl2 induces an inflammatory response, as assessed by the 
expression of cytokines and adhesion molecules and by infiltration of leukocytes into 
the vascular endothelium. Furthermore, intravenous infusion of purified recombinant 
Angptl2 for four weeks promoted a 10-fold increase in the formation of 
atherosclerotic plaques in LDLr-/-; hApoB-100+/+ mice and doubled their circulating 
cholesterol levels. Finally, we also demonstrated that plasma Angptl2 is 6-fold higher 
in atherosclerotic patients than in age-matched healthy subjects. 
These studies therefore strongly suggest that Angptl2 could directly contribute 
to the development of atherosclerosis by promoting senescence, inflammation and 
oxidation in endothelial cells. Such properties indicate that Angptl2 may be both a 
new biomarker of atherosclerosis, as well as one of its contributors.  
 
Keywords : Angiopoietin-like 2 (Angptl2), atherosclerosis, inflammation, oxidation, 
aging, adhesion molecules, construction of Angptl2-GST, protein purification, 
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cells)  
NO  monoxyte d'azote (nitric oxide) 
Nrf2 facteur relié au facteur nucléaire hématopoïétique (NF-E2) [nuclear 
factor erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2] 
NT  aminoterminal ou extrémité N terminal 
Nup62  nucléoporine 62 
ONOO peroxynitrite 
ox-LDL lipoprotéines de basse densité oxydées 
P-sélectine sélectine plaquettaire 
PAF-AH facteur d’activation des plaquettes acétylhydrolase (platelet-activating 
factor acetylhydrolase) 
PBS tampon phosphate salin (phosphate buffered saline) 
PCR  réaction d’amplification en chaine (polymerase chain reaction) 
PCR-DD Polymerase Chain Reaction - Differential Display 
PDGF  facteur de croissance plaquettaire (platelet derived growth factor) 
PDL doublement de la population (population doubling length) 
PECAM-1 molécule d’adhésion plaquette-cellule endothéliale-1  
PGI2  prostacycline  
PI3K phosphatidyl- inositol-3-kinase  
 xx 
PIRB récepteur pairé de type immunoglobuline (paired immunoglobulin-like 
receptor) 
PPAR récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (peroxisome 
proliferator-activated receptors) 
PSGL-1 ligand de la P-sélectine (P-selectin glycoprotein ligand 1) 
QPCR  PCR quantitative en temps réel  
RE réticulum endoplasmique 
ROS  espèces réactives oxygénées 
RT réaction de transcription inverse 
sE-sélectine forme soluble de E-sélectine 
SEM  erreur standard à la moyenne 
sICAM forme soluble de ICAM 
SiRNA ARN interférent 
sL-sélectine forme soluble de L-sélectine 
SNP polymorphisme d’un seul nucléotide (single-nucleotide 
polymorphism) 
SOC Super Optimal Broth C 
SOD  superoxyde dismutase 
sP-sélectine forme soluble de P-sélectine 
sPECAM forme soluble de PECAM 
SR-A  recépteur "scavenger" de classe-A (scavenger receptor-A) 
St-RE  élément de réponse au stress (stress response element) 
sVCAM forme soluble de VCAM 
TAE Tris-Acétate-EDTA 
TBE Tris-borate-EDTA 
TBSE tampon salin Tris avec EDTA (Tris buffer saline EDTA)  
TBST tampon salin Tris avec Tween 20 (Tris buffer saline Tween 20)  
TFPI  inhibiteur du facteur tissulaire (tissue factor pathway inhibitor) 
TG triglycérides 
TGFß  facteur de croissance transformant ß (transforming growth factor ß) 




TNF-#  facteur de nécrose tumoral-# (tumor necrosis factor) 
tPA  activateur tissulaire du plasminogène (tissue plasminogen activator) 
TSP1  thrombospondine-1 
TXA2  thromboxane A2  
UA unité arbitraire (arbitrary units) 
UV  ultraviolet 
VCAM-1 molécule d’adhésion cellulaire vasculaire-1 (vascular cell adhesion 
molecule-1) 
VE-Cadhérine  cadhérine endothéliale-vasculaire (vascular endothelial cadherin) 
VEGF facteur de croissance dérivé de l'endothélium vasculaire (vascular 
endothelial growth factor) 
VLA-4 antigène d’activation très tardive-4 (very late antigen -4) 
VLDL  lipoprotéines de très basse densité (very low-density lipoproteins) 
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 Les maladies cardiovasculaires en général et l’athérosclérose en particulier sont 
la première cause de mortalité dans les pays développés. L’athérosclérose consiste en 
une obstruction progressive des artères qui est amorcée par une dysfonction 
endothéliale. Ceci conduit à un dépôt de corps gras et de débris cellulaires dans l’espace 
sous-endothélial, résultant en un épaississement des parois des vaisseaux sanguins. 
L’infarctus du myocarde, l’accident vasculaire cérébral, l’ischémie sont autant de 
conséquences irréversibles et souvent mortelles, de la lésion athérosclérotique 
(Eberhardt et al., 2004). L’angiopoietine-like2 (Angptl2) est une nouvelle protéine, peu 
connue, qui possède des propriétés pro-inflammatoires et angiogéniques et dont les 
niveaux circulants augmentent significativement chez les patients coronariens (Tabata et 
al., 2009).  
 Cette thèse décrit l’implication de l’Angptl2 dans le développement du processus 
de l'athérosclérose. L’introduction abordera tout d’abord les principaux thèmes étudiés 
au cours de mon projet, soit l’endothélium vasculaire, l’athérosclérose et la grande 
famille des angiopoietines-like, puis elle décrira les objectifs et les hypothèses 
proposées.  
 
1.1 L’endothélium vasculaire: fonction et dysfonction 
L’endothélium vasculaire est la monocouche de cellules qui tapisse la lumière de tous 
les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Pendant longtemps, il a été considéré comme 
une membrane relativement inerte, sans fonction biologique. Ce n’est qu’au cours de 
l’année 1966 que les travaux de Florey et son équipe ont changé profondément les 
connaissances sur l’endothélium lorsqu’ils ont affirmé que les cellules endothéliales 
(CE) sont plus qu’une feuille de cellophane nucléée, mais qu’elles sont plutôt un organe 
dont la dysfonction pourrait promouvoir des maladies (Florey, 1966). Dans cet excellent 
article, Florey définit l’endothélium vasculaire comme un système actif caractérisé par 




système de transport fonctionnel. L’endothélium est donc passé d’une simple barrière 
inerte à un organe indépendant, possédant des fonctions physiologiques essentielles et 
pouvant agir de manière autocrine, paracrine ou endocrine, afin d’interagir avec les 
tissus avoisinants ou à distance (Vanhoutte, 2009). L’endothélium a la capacité de 
contrôler le tonus vasculaire (Furchgott et al., 1980), de réguler plusieurs processus 
physiologiques fondamentaux tels que l’angiogenèse, l’adhésion des cellules circulantes, 
l’inflammation des parois vasculaires et la prolifération des cellules musculaires 
(Deanfield et al., 2007). En conditions pathologiques, les CE perdent leur intégrité et 
deviennent par contre une source de facteurs de risque en produisant des molécules 
d’adhésion, des cytokines et des facteurs vasoconstricteurs (Vanhoutte, 2010).  
Pour comprendre l’implication de l’endothélium dans le développement des maladies 
cardiovasculaires, il est tout d'abord approprié de bien définir les propriétés d’un 
endothélium sain et fonctionnel. 
 
1.1.1. Un endothélium vasculaire fonctionnel 
Dans leur état physiologique au repos, les CE sont typiquement quiescentes et ne se 
renouvellent que rarement, de l’ordre de 1 à 2 cellules pour 1000 et par jour, au niveau 
du système vasculaire chez le rat (Hansson et al., 1983; Schwartz et al., 1977). 
L’endothélium vasculaire ne se renouvelle donc qu’une fois tous les 2 à 3 ans, ce qui est 
l’équivalent de la durée de vie de ces petits animaux. Ceci ne signifie pas une absence 
de fonctions biologiques, bien au contraire, puisque les CE quiescentes sont 
métaboliquement très actives et sont responsables de contrôler l’activité des parois 
vasculaires, de réguler le fonctionnement des tissus avoisinants et d’assurer le contact 
avec les cellules sanguines circulantes (Grover-Paez et al., 2009).  
L’endothélium est l’organe responsable du contrôle du tonus vasculaire et de l’équilibre 
homéostatique. Il exprime à la fois des facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde 
d'azote (nitric oxide, NO), la prostacycline (PGI2) et le facteur hyperpolarisant dérivé de 
l’endothélium (endothelium-derived hyperpolarising factor, EDHF) ainsi que des 
facteurs vasoconstricteurs tels que le thromboxane A2 (TXA2) et l’endothéline-1 (ET-1). 
C’est la balance de ces médiateurs vasoactifs qui dicte le tonus vasculaire (Vanhoutte, 
 28 
2000). De plus, les CE ont la responsabilité de réguler le fonctionnement des cellules 
musculaires lisses (CML) sous-jacentes en sécrétant des facteurs tels que l'ET-1 et le 
NO qui peuvent influencer leur prolifération, leur demi-vie et leur morphologie 
(Glukhova et al., 1988; Mosse et al., 1986). Les CE quiescentes expriment également 
des facteurs anticoagulants qui empêchent les leucocytes d'adhérer, ce qui produit un 
état de protection anti-thrombotique pour l’organisme. L’endothélium sain assure donc 
une agrégation des plaquettes et une coagulation du sang adéquates, dans un contexte de 
réparation tissulaire (Deanfield et al., 2007; Higashi et al., 2009). 
 
1.1.1.1. L’endothélium possède des propriétés anti-thrombotiques et 
anti-inflammatoires 
L’endothélium est en première ligne pour lutter contre la formation de thromboses et 
intervient de façon majeure dans la régulation des interactions avec les cellules 
sanguines (Shimokawa et al., 1989). Par définition, un thrombus est un caillot formé 
suite à l'accumulation de cellules sanguines et de l’agrégation plaquettaire à la surface 
vasculaire (Jackson, 2011). C’est une réponse normale à une lésion afin de prévenir 
l’hémorragie. Bien qu’il s’agisse d’un mécanisme physiologique, dans certains cas et 
sous l’effet d’une activation non contrôlée, le caillot peut se détacher de sa source et 
migrer avec le flux sanguin menant à l’embolie, c’est-à-dire à l’obstruction de la 
circulation sanguine. Un tel phénomène mène très souvent à des manifestations 
cliniques très sévères, dont les accidents vasculaires cérébraux et l’infarctus du 
myocarde (pour revue, (Jackson, 2011)). 
Afin de maintenir son intégrité et de se protéger contre le phénomène d’agrégation 
cellulaire, l’endothélium vasculaire sain exprime à sa surface des facteurs anti-agrégants 
et anti-adhérents qui s’opposent à l’activation, l’adhésion et l’agrégation des cellules 
sanguines. La moindre activation des cellules sanguines déclenche la libération par les 
CE de substances telles que l’inhibiteur du facteur tissulaire (tissue factor pathway 
inhibitor, TFPI) (Lindahl, 1997), le récepteur endothélial de la protéine réactive C (C-
reactive protein, CRP) (Devaraj et al., 2003), les protéoglycans y compris les 




(qui lie la thrombine en la transformant en facteur anti-coagulant) (Seigneur et al., 
1993), et l’activateur tissulaire du plasminogène (tissue plasminogen activator, tPA) 
(Devaraj et al., 2003; Dichek et al., 1996). Tous ces facteurs endothéliaux sont reconnus 
pour leur rôle clé dans l’inhibition de la thrombose (Pries et al., 2006).  
Les facteurs vasorelaxants dérivés de l’endothélium peuvent de plus agir en tant qu'anti-
thrombotiques (Flammer et al., 2010). Parmi ces facteurs on compte le NO, le plus 
puissant facteur protecteur sécrété par l’endothélium : le NO produit un effet inhibiteur 
direct sur l’activation et l’agrégation plaquettaires (Vanhoutte, 2009; Yao et al., 1992). 
Ce gaz naturel intervient aussi dans la modulation de la prolifération des CML; il agit de 
manière paracrine et en synergie avec la PGI2 afin d’inhiber leur prolifération (Jeremy et 
al., 1999). L’effet athéroprotecteur du NO a été mis en évidence pour la première fois en 
étudiant la formation des plaques athérosclérotiques dans un modèle de souris 
transgéniques double knock-out (KO) (délétion des gènes codants pour l’apolipoprotéine 
E (ApoE) et la NO synthase endothéliale (eNOS), souris ApoE-/-; eNOS-/-). L’apparition 
de l’athérosclérose est accélérée chez ces souris comparativement au souris ApoE-/- 
et/ou aux souris de type sauvage (Knowles et al., 2000; Kuhlencordt et al., 2001).  
Aux effets anti-thrombotiques de l’endothélium, s’ajoutent des fonctions anti-
adhésives : les CE quiescentes synthétisent peu de récepteurs spécifiques à l’adhésion 
des cellules sanguines tels que la molécule d’adhésion intracellulaire-1 (intracellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1) ou la molécule d’adhésion cellulaire vasculaire-1 
(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1). De ce fait, l’endothélium assure une 
prévention efficace de la thrombose (Levi et al., 1999; Paulus et al., 2011; Taylor et al., 
2001).  
L'endothélium vasculaire sain a également des propriétés anti-inflammatoires, 
principalement grâce au NO qui agit comme un inhibiteur des facteurs de transcription 
pro-inflammatoires tels que le facteur nucléaire-Kappa B (NF-!B, nuclear factor Kappa 
B) et la protéine activatrice-1 (AP-1, activator protein-1) (Katsuyama et al., 1998; 
Tabuchi et al., 1994). Ces facteurs de transcription sont en effet particulièrement riches 
en cystéines susceptibles d’être nitrosylées et désactivées par le NO (Reynaert et al., 
2004). Cette nitrosylation empêche la liaison des facteurs de transcription aux sites 
spécifiques de l’ADN, et diminue donc leur activité transcriptionnelle (Kelleher et al., 
 30 
2007; Reynaert et al., 2004). Selon un autre scénario, le NO stabiliserait l’interaction 
entre NF-!B et son inhibiteur endogène (I-!B) (Albrecht et al., 1995).  
 
En résumé, en plus de son rôle crucial dans la régulation du tonus vasculaire, un 
endothélium vasculaire sain assure des fonctions physiologiques essentielles à 
l’homéostasie des cellules environnantes via ses propriétés anti-thrombotiques, anti-
coagulantes et anti-inflammatoires. 
 
1.1.2. Un endothélium vasculaire dysfonctionnel mène à 
l’athérosclérose 
La dysfonction endothéliale est le premier signe d’une inflammation, qui, si elle devient 
chronique, conduit à une maladie vasculaire, incluant l’athérosclérose; l’effet des 
facteurs relaxants dérivés de l’endothélium est alors diminué, voire aboli et remplacé par 
une réponse vasoconstrictrice (Vanhoutte, 2009). Ceci peut se traduire à long terme par 
une réduction de la perfusion sanguine, menant à l’ischémie, à l’infarctus et à l’accident 
vasculaire cérébral (Sitia et al., 2010; Vanhoutte, 2003). Sur le plan moléculaire, la 
dysfonction endothéliale est caractérisée par une diminution de la production et/ou par 
une inactivation du NO. La balance entre la biodisponibilité du NO et la production des 
espèces réactives oxygénées (ROS) qui l’inactivent, contrôle la fonction endothéliale 
(Kojda et al., 1999). La perte de la fonction endothéliale ne se limite pas à l’altération 
des propriétés vasodilatatrices dépendantes de l’endothélium, mais elle s’applique aussi 
à toutes les propriétés anti-thrombotiques, anti-adhésives et anti-inflammatoires 
endothéliales (Brevetti et al., 2008; Vita et al., 2002).  
À l’état dysfonctionnel, l’endothélium synthétise des facteurs pro-inflammatoires tels 
que l’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumoral (TNF-#, tumor necrosis 
factor), réduit les propriétés anti-thrombotiques et favorise un environnement pro-
adhésif pour les cellules sanguines en exprimant massivement des molécules d’adhésion 
à sa surface (Ley et al., 2007b; Wilhelmi et al., 2005). Le contrôle exercé par 
l’endothélium sur la prolifération des CML est également altéré avec la dysfonction 




entraînant une perte de la vasodilatation, confère une hausse du tonus vasculaire 
(Creager et al., 1990; Gilligan et al., 1994; McVeigh et al., 1992; Panza et al., 1990).  
Tous ces changements générés par la dysfonction endothéliale jouent un rôle clé dans la 
pathogenèse de l’athérosclérose.  
 
1.2. La pathologie de l’athérosclérose 
 L’inflammation est la cause majeure, voire unique, qui dirige toutes les étapes de 
l’athérosclérose, de la formation des stries lipidiques jusqu’aux manifestations cliniques. 
L’athérosclérose est un processus progressif qui, une fois amorcé, évolue de façon 
chronique et souvent irréversible. 
 
1.2.1. Différentes théories de l’athérogenèse 
L’athérosclérose a longtemps été considérée comme une accumulation de cholestérol 
dans les parois vasculaires et ce n’est qu’à partir des années 1970 que nos connaissances 
sur la pathophysiologie de cette maladie complexe ont commencé à s’accumuler (pour 
revue, (Libby, 2002)).  
Plusieurs théories ont tenté d’expliquer l’origine de l’athérosclérose. La théorie 
proposée par Russel Ross en 1976, «la théorie de la réponse à une agression» (The 
response-to-injury theory) (Ross et al., 1976 a; Ross et al., 1976 b) suggère qu’une 
dénudation endothéliale suite à un dommage de la paroi vasculaire interne est le facteur 
initiateur de la formation des lésions athérosclérotiques. Ceci permettrait l’infiltration de 
lipides plasmatiques dans les CE auxquelles adhérent les autres cellules sanguines. La 
structure finale ainsi formée évolue vers une calcification qui aboutit au blocage de la 
lumière vasculaire (Ross, 1986; Stocker et al., 2004). Les travaux de Taylor et 
collaborateurs ont toutefois invalidé cette théorie, en montrant que si l’endothélium perd 
sa fonction au cours du processus de l’athérosclérose, il garde néanmoins son intégrité 
physique (Taylor et al., 1989).  
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Peu de temps après, une théorie qui fait intervenir la synthèse génique dans le 
développement de l’athérosclérose a été proposée. C’est «la théorie monoclonale» (The 
monoclonal theory) de Benditt (Benditt, 1988), qui préconise qu’une mutation génétique 
est à l’origine de la sélection d’un clone de CML formant la plaque athérogénique. 
Ainsi, selon cette théorie, toutes les CML qui constituent la plaque seraient dérivées de 
la même cellule ayant subi auparavant des modifications génétiques (Stary et al., 1995).  
Ces deux théories n’ont pas clairement expliqué la complexité du processus de 
l'athérosclérose, jusqu’à la proposition de Russell Ross en 1993, «la théorie de la 
modification oxydative» (The oxidative modification theory) (Raines et al., 1993; Ross, 
1993; Stocker et al., 2004). Selon cette théorie, l’intégrité de l’endothélium n'est pas 
affectée au cours du processus de l’athérosclérose, mais ce sont des dommages au 
niveau des parois artérielles qui causent son activation, et en bout de ligne, son 
dysfonctionnement. Cette théorie considère que l’oxydation par l’environnement 
cellulaire des lipoprotéines de basse densité (LDL, low density lipoprotein) circulantes 
est l’étape essentielle pour déclencher le processus de l'athérosclérose via une réaction 
immuno-inflammatoire (Stocker et al., 2004). Lorsque cette réponse inflammatoire 
persiste et devient chronique, elle dépasse les capacités réparatrices de l’endothélium qui 
devient pathologique (Glass et al., 2001; Hansson et al., 2011; Libby, 2002). 
L’inflammation déclenche le recrutement des cellules sanguines à la surface de 
l’endothélium ce qui, par la suite, donne naissance à la plaque athérosclérotique (Glass 
et al., 2001).  
 
1.2.2. Les facteurs hémodynamiques et la dysfonction 
endothéliale 
L’athérosclérose attaque toutes les artères de moyen et gros calibres ; les plus 
susceptibles au développement des lésions athérosclérotiques sont les artères coronaires, 
les carotides, l’aorte et les artères des membres inférieurs dont l’artère fémorale (Stary et 
al., 1995). Dans l’arbre artériel, il existe des zones privilégiées pour la formation de la 
plaque athérosclérotique, notamment aux points des bifurcations et des courbures 




importants dans la progression de la maladie et une perturbation locale du flux laminaire 
peut conduire à une dysfonction endothéliale (Cunningham et al., 2005) et faciliter la 
rupture brutale de la plaque (Libby et al., 2011b). En effet, les forces de cisaillement 
locales, autrement dit les forces engendrées par le frottement du flux sanguin sur les 
parois vasculaires, sont moindres au niveau des points de bifurcations artériels 
permettant ainsi l’accumulation des lipoprotéines de basse densité oxydées (ox-LDL). 
Bien que ces forces soient faibles, elles s’accompagnent d’un flux sanguin turbulent qui 
conduit à une adaptation structurale, se traduisant par un épaississement compensateur 
des parois (Chatzizisis et al., 2007).  
En plus des modifications structurales, les faibles forces de cisaillement régulent 
l’expression des gènes contenant un élément de réponse aux forces de cisaillement 
(shear stress response element) dans leur promoteur. Par exemple, l’expression de 
l’enzyme antioxydante, superoxyde dismutase (SOD) est régulée à la baisse dans les 
régions où les forces de cisaillement sont faibles, stimulant ainsi l’expression des 
molécules d'adhésion VCAM-1/ICAM-1 et d’autres protéines pro-athérosclérotiques 
telles que la protéine chimio-attractante monocytaire-1 (MCP-1, monocyte chemotactic 
protein-1) (Pan, 2009; Topper et al., 1999). L’expression des protéines pro-
inflammatoires telles que le TNF-# et celle de facteurs vasoconstricteurs tels que l’ET-1, 
sont aussi stimulées dans ces régions, alors que celle des protéines anti-
athérosclérotiques eNOS et PGI2 est diminuée (Chien, 2007; Libby, 2002; Topper et al., 
1999). L’activation de l’expression des gènes pro-inflammatoires, des protéines 
d’adhésion, ainsi que des cytokines et/ou l’altération de l’expression des gènes 
protecteurs, résultent en une activation accrue de la prolifération des CML et en un 
épaississement de la couche musculaire. Tous ces changements structuraux et géniques 
collaborent de plus pour augmenter la perméabilité des CE qui tolèrent ainsi d’avantage 
le passage des lipoprotéines athérogènes et des cellules inflammées (Resnick et al., 
2000; Valgimigli et al., 2003). L’infiltration de cellules circulantes telles que les 
leucocytes, à travers l’endothélium vasculaire dysfonctionnel, et tous les mécanismes 




1.2.3. Les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents 
à l’athérosclérose  
Les maladies inflammatoires chroniques sont caractérisées par un mécanisme cellulaire 
commun qui engendre une augmentation anormale du nombre de cellules 
inflammatoires dans la circulation, précédée par une phase de recrutement cellulaire au 
site affecté qui endommage le tissu concerné et entraîne la perte de sa fonction 
physiologique (Barreiro et al., 2009). Dans le cas de l’athérosclérose, maladie 
inflammatoire chronique par excellence, des mécanismes cellulaires et moléculaires 
s’associent pour donner naissance à la plaque athérosclérotique (Blankenberg et al., 
2003; Price et al., 1999). L’infiltration des lipides dans la paroi vasculaire est l’étape 
indispensable à l’initiation de la plaque. Cette étape est obligatoirement suivie par la 
présence physique des leucocytes en quantité élevée au site d’inflammation dans 
l’intima et par leur transmigration dans l’espace sous-endothélial sous l’effet des 
chimiokines (Ley et al., 2007b) (Figure 1). Dans l’espace sous-endothélial, les 
leucocytes deviennent engorgés de lipides pour donner naissance aux macrophages 
(Ross, 1986). Le processus de recrutement leucocytaire représente en soi une cascade 
d’évènements composée de différentes étapes d’interactions dynamiques et de 
complémentarités entre les molécules d’adhésion à la surface des leucocytes et de leurs 
ligands spécifiques à la surface des CE (Figure 1 et Tableau I). Il est clair que les 
molécules d’adhésion ne servent pas seulement à l’accrochage des leucocytes, elles sont 
aussi les premières responsables pour assurer la spécificité, la sélectivité et l’efficacité 
du processus de recrutement tout entier (Blankenberg et al., 2003; van Buul et al., 
2009). Le Tableau I présenté dans cette section résume le patron d’expression des 
différentes molécules d’adhésion, leurs ligands spécifiques, leur implication au cours du 
processus d’athérosclérose ainsi qu’une brève description structurale de leur mode 







Figure 1 Schéma représentatif de la cascade d’adhésion des leucocytes sur 
l’endothélium vasculaire et des différentes molécules d’adhésion impliquées dans la 
pathogénèse de l'athérosclérose. 
Tiré de (von Andrian et al., 2000). Réimprimé avec la permission de: The New England 
Journal of Medicine, Ulrich H. von Andrian, T-Cell Function and Migration. Two Sides 
of the Same Coin, 343 (14) : 1020-34, Copyright (2000), “Reproduced with permission 
from (scientific reference citation), Massachusetts Medical Society”. 
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1.2.3.1. Le mécanisme cellulaire de la cascade de l’adhésion leucocytaire 
Les étapes de la cascade dynamique de recrutement leucocytaire (Figure 1) englobent 
premièrement l’attachement et le piégeage des leucocytes circulants à la membrane des 
CE, c'est l’étape de capture. Cet évènement progresse vers l’adhérence transitoire ou 
réversible, suivie par l’étape de roulement et finalement, par l’étape de l’adhérence 
stable ou irréversible et celle de la transmigration à travers la barrière endothéliale 
(Blankenberg et al., 2003; Rivera-Nieves et al., 2008). Toutes ces étapes se déroulent en 
séquence, et non en parallèle, chaque phase de la chaîne réactionnelle étant régulée par 
l’expression conjointe des molécules d’adhésion spécifiques, à la fois sur l’endothélium 
(les sélectines et les immunoglobulines) et les leucocytes (L-sélectine et les intégrines) 
(Fernandez-Borja et al., 2010). Les sélectines ont pour rôle de réguler les premières 
étapes de la capture et du roulement. Les intégrines et les immunoglobulines, quant à 
elles, ont la responsabilité d’immobiliser les leucocytes lors de l’adhérence stable (Blann 
et al., 2003; Springer, 1990).  
 
1.2.3.1.1. La capture des leucocytes circulants sur l’endothélium  
L’habilité des leucocytes à former des interactions avec la surface de l’endothélium 
vasculaire est une étape nécessaire et suffisante pour la rétention des leucocytes lors de 
leur migration dans le flux sanguin. Un endothélium sain a des propriétés anti-adhésives, 
les molécules d’adhésion sont donc exprimées à des taux extrêmement faibles qui ne 
sont pas suffisants pour accrocher les leucocytes (Paulus et al., 2011). Une fois 
dysfonctionnel, l’endothélium régule à la hausse l’expression des molécules d’adhésion, 
ce qui favorise les interactions physiques et dynamiques avec les leucocytes (Wilhelmi 
et al., 2005). 
Les premières liaisons entre les leucocytes et les CE, correspondant à la capture 
leucocytaire (capture primaire), se déroulent par l’intermédiaire des sélectines 
endothéliales et plaquettaires (E- et P-sélectine) et des sélectines leucocytaires (L-
sélectine) et le ligand de la P-selectine (PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand 1) 
(Tableau I). Dans un modèle de souris déficientes en P-sélectine, le nombre de 
leucocytes adhérés à la surface de l’endothélium suite à une activation inflammatoire 
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diminue de façon drastique (Mayadas et al., 1993). Une inhibition totale de l’adhésion 
leucocytaire a été observée dans le même modèle de souris P-selectin-/- en bloquant de 
surcroît la fonction de la E-sélectine (Bullard et al., 1996). De même, chez les souris 
déficientes en E-sélectine, il faut bloquer la P-sélectine pour empêcher l’initiation de 
l’athérosclérose (Frenette et al., 1996). Ces données démontrent le rôle essentiel joué 
par les sélectines lors de la phase précoce du recrutement des leucocytes et prouvent que 
les sélectines, du moins la E- et P-sélectine, sont complémentaires. Cependant, il ne faut 
pas négliger le mécanisme de capture secondaire (interaction entre deux cellules 
leucocytaires), qui contribue pour environ 50% des leucocytes capturés via des 
interactions inter-leucocytaires entre la L-sélectine et le PSGL-1 (Eriksson et al., 2001). 
Ce contact dynamique entre les deux compartiments cellulaires résulte en l’expression 
massive de chimiokines telles que la MCP-1 et l’interleukine-8 (IL-8), des molécules 
indispensables au roulement des leucocytes sur l'endothélium (Lawson et al., 2009; 
Rivera-Nieves et al., 2008).  
 
1.2.3.1.2. Le roulement des leucocytes le long de l’endothélium  
Une fois la liaison avec l’endothélium vasculaire stabilisée, les leucocytes établissent de 
nouvelles liaisons qui sont faibles (dissociables) et réversibles. Sous l’influence du flux 
sanguin et des facteurs chimio-attracteurs, le processus de formation et de déformation 
des liaisons résulte en un mouvement de roulement des leucocytes le long de 
l’endothélium vasculaire (Kunkel et al., 1996b). Ce processus est communément appelé 
le roulement transitoire. Durant cette étape, un chevauchement entre les P- et E-sélectine 
a été observé (Kunkel et al., 1996b). Une collaboration existe de plus entre les intégrines 
et les sélectines: dans leur étude, Kunkel et al. démontrent que chez les souris double 
déficientes pour la P-sélectine et l'ICAM-1, le nombre de leucocytes présents à l’étape 
de roulement est partiellement réduit suite à une stimulation par le TNF-!. En présence 
d’un anticorps qui bloque la E-sélectine, l’étape de roulement est de plus complètement 
abolie (Kunkel et al., 1996a). La E-sélectine semble aussi collaborer avec les intégrines 




Les liens établis via les intégrines semblent plus forts que ceux établis via les sélectines, 
générant une vitesse de déplacement plus lente à l’étape de roulement transitoire 
(Campbell et al., 1998; Ebnet et al., 1999; Mackay, 2001). Finalement, il a été démontré 
que les molécules d’adhésion peuvent exister dans la circulation sanguine sous formes 
solubles (tronquées au niveau de la région transmembranaire) (Peschon et al., 1998) et 
que ces formes solubles semblent être impliquées dans l’accélération de l’étape de 
roulement leucocytaire. En effet, ces protéines stimulent la production des molécules 
intégrines (VCAM-1 et ICAM-1) à la surface endothéliale dans le but de faciliter le 
roulement des leucocytes de façon transitoire (Garton et al., 2006). 
 
1.2.3.1.3. L’adhérence stable et la transmigration subendothéliale des 
leucocytes  
À cette étape de la cascade, les intégrines subissent des changements conformationnels 
et, en conséquence, augmentent leur affinité de liaison aux ligands afin de conférer des 
interactions stables entre les deux compartiments cellulaires. Une fois attachés à 
l’endothélium vasculaire par des liaisons stables, les leucocytes peuvent migrer 
lentement vers les sites de jonction entre les CE, où ils s’accumuleront et finiront par 
traverser la barrière endothéliale vers l’espace extravasculaire; c’est l’étape de la 
«migration trans-endothéliale» (Blankenberg et al., 2003; Fernandez-Borja et al., 2010). 
L’arrêt du roulement des leucocytes et les liaisons stables entre les CE et les leucocytes 
dépendent essentiellement des interactions entre l’antigène-1 associé à la fonction 
leucocytaire (LFA-1, lymphocyte function-associated antigen 1) et ICAM-1, entre 
l'antigène d’activation très tardive-4 (VLA-4, very late antigen-4) et VCAM-1 et entre 
l'intégrine !4-"7 et la molécule d’adhésion cellulaire adressine des muqueuses 
(MadCAM-1, mucosal addressin adhesion molecule-1) (Tableau I) (Garton et al., 2006; 
Huo et al., 2001). En plus des intégrines, les chimiokines sont essentielles pour le 
déroulement de cette étape de par leur effet chimio-attractant exercé sur les leucocytes 
(pour revue (Weber, 2003)). Les signaux délivrés par les chimiokines telles que MCP-1, 
CXC ou CX3CL1 qui impliquent des récepteurs endothéliaux spécifiques, déclenchent 
l’activation des intégrines (Schwarz et al., 2010; Weber, 2003); ceci représente un 
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mécanisme indispensable pour l’étalement et l’adhésion stable des leucocytes. La 
chimiokine CXC, par exemple, favorise l’interaction adhésive entre l'intégrine "2 (Mac-
1, monocyte chemoattractant protein-1) et son ligand à la surface de l’endothélium 
vasculaire indépendamment de la densité de Mac-1 synthétisée à la surface cellulaire, 
suggérant un rôle dominant des chimiokines au cours de l’étape de l’adhésion 
leucocytaire (Lo et al., 1989). De manière similaire, différentes chimiokines sont 
capables d’activer l’intégrine LFA-1 pour stabiliser les leucocytes sur l’endothélium 
vasculaire (Campbell et al., 1998; Stein et al., 2000). De plus, les CE elles-mêmes 
produisent des cytokines et des chimiokines, dont l'IL-8 et le TNF-!, qui facilitent et 
amplifient l’adhésion stable des leucocytes aux CE (Weber, 2003).  
En ce qui concerne le mécanisme de la transmigration, il a été proposé que les protéines 
de jonction [i.e. les molécules d’adhésion plaquette-cellule endothéliale-1 (PECAM-1, 
platelet endothelial cell adhesion molecule-1) et la cadhérine vasculaire endothéliale 
(VE-cadherine, vascular endothelial cadherin)] qui sont localisées au niveau des sites de 
contact cellule/cellule, servent comme médiateurs dans la transmigration leucocytaire 
(van Buul et al., 2009). Une autre hypothèse propose que l’activation de ICAM-1 
déclenche la contraction des CE par un mécanisme qui implique une augmentation du 
calcium intracellulaire; cette contraction augmenterait l’espace entre les CE et 
faciliterait le passage des leucocytes (van Buul et al., 2009). Il ne s’agit que de 
propositions, le mécanisme exact utilisé par les leucocytes pour traverser la monocouche 
endothéliale n’est pas encore connu (Lawson et al., 2009; van Buul et al., 2009). On sait 
cependant que les chimiokines telles que MCP-1, sont particulièrement importantes car 
la migration des leucocytes à travers l’endothélium dépend directement de leur 
concentration (Campbell et al., 1998; Smith et al., 1995). 
 
1.2.4. Quelle est l’évolution de la plaque athérosclérotique? 
L’inflammation, l’accumulation de lipides -en particulier les LDL- et leur oxydation 
sont des processus essentiels à la genèse de la plaque (Hansson et al., 2011; Libby, 
2002). Suite à la dysfonction endothéliale, les lipoprotéines sanguines (surtout 




provenant de la matrice extracellulaire dans l’espace subendothélial (Feldman et al., 
1984; Tabas et al., 2007). Suite à leur infiltration, les lipides sont oxydés, ce qui 
représente une phase indispensable pour le recrutement des cellules inflammatoires 
(Libby et al., 2011b).  
 
1.2.4.1. Les LDL oxydés : la première étape vers l’athérosclérose  
Les particules de LDL sont composées principalement de glycoprotéines, les 
apolipoprotéines, ayant le rôle structural de retenir le cholestérol circulant dans des 
petites sphères graisseuses et hydrophobiques (Figure 2) : en surface se trouvent les 
phospholipides, le cholestérol non-estérifié et une seule molécule volumineuse 
d’apolipoprotéine B (ApoB), le composant majeur de la surface des LDL; au centre se 
trouvent protégés le cholestérol estérifié (plus de 1500 molécules) et les triglycérides 
(Fogelstrand et al., 2012). La concentration de LDL-cholestérol dans la circulation est 
un critère déterminant de la formation des plaques (Fogelstrand et al., 2012; Skalen et 
al., 2002). La prévention thérapeutique la plus simple pour ralentir le processus 
athérosclérotique est donc de baisser le taux de LDL-cholestérol circulant par un 





Figure 2 Schématisation d’une molécule de LDL. 
 
L’interaction physique entre les récepteurs spécifiques des LDL exprimés à la surface de 
l’endothélium vasculaire et l’ApoB des LDL-cholestérol (par l’intermédiaire 
d'interactions ioniques) permet la transcytose des particules lipidiques vers l’intérieur 
des CE où elles subissent des modifications biochimiques (Simionescu et al., 1993; 
Tabas et al., 2007). En effet, les radicaux libres produits par les CE conduisent à 
l’oxydation des particules infiltrées de LDL-cholestérol, nommées les ox-LDL. Les ox-
LDL seront alors piégées dans le réseau de fibres cytosquelettiques à l’intérieur des 
cellules pour être, par la suite, libérées vers l’espace intimal où elles seront reconnues 
par le système immunitaire comme étant des corps étrangers. Les ox-LDL déclenchent 
un processus d’inflammation qui est responsable de l’expression accrue des molécules 
d’adhésion à la surface endothéliale (VCAM-1, ICAM-1 et P-sélectine) (Cybulsky et al., 
1991; Li et al., 1993). De plus, les ox-LDL stimulent les CE à sécréter des facteurs 
chimio-attractants tels que le MCP-1 et déclenchent la synthèse de facteurs de 
Apo B  






différenciation spécifiques aux cellules du système immunitaire tels que le facteur de 
stimulation des colonies macrophages (M-CSF, macrophage colony stimulating factor) 
(Gu et al., 1998). Sous l’influence de ces deux facteurs, les monocytes pénètrent dans 
l’espace sous-endothélial et se différencient en macrophages; la MCP-1 est 
indispensable à la pénétration des monocytes et le M-CSF est responsable de leur 
différentiation (Gu et al., 1998; Smith et al., 1995). Il a été démontré qu’une altération 
des propriétés chimio-attractrices suite à une mutation dans les gènes codants pour le 
MCP-1 ou son récepteur spécifique (CCR2, C-C Chemokine receptor type 2), diminue 
significativement l’adhérence des monocytes sur la paroi vasculaire et, en conséquence, 
empêche le développement de la lésion athérosclérotique chez la souris (Boring et al., 
1998; Gu et al., 1998). 
Bien que l’action de la chimiokine MCP-1 et de l’IL-8 soit spécifique aux monocytes et 
aux macrophages, d’autres chimiokines sont présentes dans la zone athéromateuse afin 
de recruter les autres lymphocytes circulants; c’est le cas par exemple des chimiokines 
de la famille CXC qui sont inductibles par l’interféron-# (IFN-#). Ces chimiokines sont 
la protéine inductible (IP-10, inducible protein-10), la monokine induite par l’IFN-# 
(Mig, Monokine induced by IFN-!) et I-TAC (IFN-inducible T-cell "-chemoattractant); 
elles sont présentes pour guider et activer les cellules T. Il y a aussi les chimiokines 
(motif C-C) ligands (CCL)2 (CCL2), CCL5, CXCL10 et CX3CL1, qui se trouvent dans 
l’environnement inflammatoire afin de recruter les monocytes, les cellules T (ratio de 1 : 
4 à 1 : 10 en comparaison avec les monocytes) et les cellules dendritiques (Hansson et 
al., 2011; Libby, 2002; Smith et al., 1995). 
À la lumière de toutes ces données, les ox-LDL semblent être la composante clé 
déclenchant l’initiation et la formation de la plaque athérosclérotique. Cependant, une 
plaque passe par plusieurs étapes avant de progresser, allant de la formation de simples 
stries lipidiques jusqu’aux manifestations cliniques graves ou mortelles. 
 
1.2.4.2. La formation des stries lipidiques  
Les macrophages et les autres cellules du système immunitaire, qui contiennent des 
récepteurs dits «éboueurs» (scavengers) des ox-LDL, seront recrutés au niveau du site 
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de la lésion afin d’éliminer les particules de LDL (Boullier et al., 2001). En effet, les 
récepteurs des ox-LDL sont exprimés en quantité massive à la surface des macrophages 
et comprennent les CD 36/68, CXCL 16 (CXC-chemokine ligand 16), le recépteur 
"scavenger" de classe-A (SR-A, scavenger receptor-A) et le récepteur de type lectine 
des LDL oxydés (LOX-1, lectin-type oxidized LDL receptor-1) (Boullier et al., 2001; 
Shashkin et al., 2005). Ces récepteurs ne sont pas régulés et ils permettent aux 
macrophages de phagocyter les ox-LDL de façon non contrôlée (Sitia et al., 2010). Dès 
leur infiltration dans la paroi, les macrophages participent de façon cruciale à l’évolution 
de la plaque : ils synthétisent des cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des 
facteurs de croissance plaquettaires (PDGF, platelet derived growth factor), des 
enzymes protéolytiques ainsi que des ROS afin de stimuler l’activation endothéliale, de 
favoriser d’avantage l’adhésion des nouveaux monocytes et de déclencher la 
déstabilisation de la plaque à un stade avancé de la maladie (Clinton et al., 1992; 
Rosenfeld et al., 1992). Quand les macrophages sont imbibés de lipides, ils se 
transforment en cellules spumeuses. En même temps, les ox-LDL peuvent se regrouper 
pour former des amas lipidiques dans l’espace subendothélial. Ensemble, les amas de 
lipides et les cellules spumeuses sont à l’origine de l’expansion de la plaque 
athérosclérotique et du développement du «core» athéromateux, aussi appelé noyau ou 










Figure 3 Schématisation de l’expansion de la plaque athérosclérotique. 
A) migration des CML (smooth muscle cells, SMC), accumulation des LDL et formation 
des cellules spumeuses (foam cells); B) augmentation du volume de la plaque et rupture 
de la plaque. Tiré de (Libby et al., 2011b).  
Réimprimé avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature. Peter Libby, Paul 
M Ridker, Göran K. Hansson, Progress and Challenges in Translating the Biology of 
Atherosclerosis, 473, 317–325, Copyright (2011). License Number : 2986061473703 
 
 
La réponse inflammatoire des macrophages est avant tout un déclencheur de nécrose 
cellulaire : l’amplification de la réaction inflammatoire finit tôt ou tard par éliminer 
certaines cellules, dont les macrophages et les lymphocytes T eux-mêmes. Les débris de 
ces cellules nécrotiques s’accumulent à l’intérieur du noyau athéromateux et a pour 
conséquence d’augmenter le volume de la plaque et de fragiliser la lésion (Hansson et 
al., 2011). 
Simultanément, les cellules musculaires migrent de la média vers l’intima où elles 
prolifèrent sous l’effet des facteurs de croissance dérivés des macrophages comme le 
PDGF. Suite à cette prolifération, les cellules musculaires perdent leur fonction 
contractile et elles se transforment en cellules sécrétrices synthétisant des fibres de 
collagène, d’élastine et des protéoglycans (Cohen et al., 1992; Rekhter, 1999). Dans la 
matrice extracellulaire, les cellules musculaires forment une couche fibromusculaire 
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protectrice autour du cœur athéromateux, appelée la chape fibreuse ou la capsule 
fibreuse. Ainsi, une plaque d’athérosclérose mature est formée d’un cœur athéromateux 
et d’une capsule fibreuse. À ce stade de la formation de la plaque, il est possible de 
détecter la première strie lipidique. Ces stries lipidiques, aussi appelées les plaques pré-
athérosclérotiques, peuvent se produire tôt au cours de la vie, dès l’enfance, et peuvent 
être réversibles. En effet, un diagnostique précoce de sujets jeunes présentant des 
facteurs de risque telle l'hypercholestérolémie permet une intervention clinique et une 
prévention des complications pathologiques (Ross, 1999; Stary et al., 1995).  
 
1.2.4.3. La progression de la plaque  
Les LDL continuent d’adhérer aux CE et de s'oxyder et les macrophages se transforment 
progressivement en cellules spumeuses. Le développement d’une strie lipidique vers 
l’étape de formation d’une plaque athéromateuse mature est un processus qui s’étale sur 
de nombreuses années (Sitia et al., 2010). On parle d’une plaque avec des 
manifestations cliniques lorsque sa taille bouche 50% ou plus de la lumière artérielle par 
rapport à une artère saine; à ce stade de l’évolution, l’athérosclérose est considérée 
significative et irréversible (Bulelzai et al., 2012). 
Les études réalisées sur le plan anatomo-pathologique décrivent deux formes distinctes 
de plaques athéromateuses en fonction de la sévérité de lésion: la plaque athéromateuse 
stable qui est cliniquement silencieuse et sans incidents graves, et la plaque 
athéromateuse instable ou vulnérable à la rupture et à l’érosion qui, elle, est 
symptomatique et représente un obstacle à la circulation menant à l’ischémie du tissu 
concerné (Levin et al., 1982; Stary et al., 1995). La stabilité de la plaque n’est pas 
déterminée nécessairement par sa dimension, qui peut être de plusieurs centimètres de 
diamètre, mais plutôt par la taille du noyau lipidique et l’épaisseur de la chape fibreuse 
qu’elle entoure, ainsi que par la sévérité de la réponse inflammatoire globale (Stary et 
al., 1995). En effet, la plaque devient vulnérable lorsque son noyau athéromateux 
augmente en volume (Figure 3) et est séparé de la surface intimale uniquement par une 
mince chape fibreuse, un processus qui se déroule sur de nombreuses années. Ainsi, la 




essentiel et bénéfique dans la mesure où l’épaisseur de la couche de CML formée 
détermine la vulnérabilité de la plaque (Libby et al., 2011b; Naghavi et al., 2003a; 
Naghavi et al., 2003b). 
Une fois détachée de son lieu de formation, il y a la rupture. La plaque circulante peut 
alors entraîner l’obstruction d’une artère et donc, la thrombose. Ce phénomène est à 
l’origine de presque toutes les maladies cardiovasculaires telles que l’infarctus du 
myocarde et les accidents vasculaires cérébraux.  
 
1.2.4.4. La rupture de la plaque  
Plusieurs questions se posent quant au devenir d’une plaque athérosclérotique : qu'est-ce 
qui déclenche sa rupture? Pourquoi la plaque reste-t-elle silencieuse ou évolue-t-elle 
vers sa forme instable? Quels sont les mécanismes responsables des accidents 
ischémiques aigus? 
Trois hypothèses peuvent expliquer la fissuration mécanique et le détachement de la 
plaque : le premier scénario, le plus commun (plus de 60 % des cas cliniques) est 
l’évolution brutale du volume de la plaque athéromateuse elle-même, qui mène à la 
rupture mécanique de la chape fibreuse; la deuxième hypothèse est l’érosion 
endothéliale en aval de la plaque avec la formation d’un thrombus qui peut obstruer la 
lumière artérielle et la troisième hypothèse fait appel à l’hémorragie des petits capillaires 
au sein de la plaque athérosclérotique (hémorragie intra-plaque) (Davies, 1997; Libby, 
2002; Virmani et al., 2000).  
 
1.2.4.4.1. Premier mécanisme: augmentation du volume de la plaque 
De toute évidence, l’augmentation du volume de la plaque dans la lumière vasculaire 
aboutit à une réduction de calibre et diminue progressivement l’apport sanguin vers 
l’organe qui est nourri par cette artère (Figure 4a). Pour contrer une telle situation, 
l’artère recourt au remodelage excentrique, un phénomène qui exige une hypertrophie de 
la paroi artérielle (Cai et al., 2008; Libby, 2002). Ceci est tout à fait logique dans la 
mesure où l’artère essaie d’adapter son calibre aux changements hémodynamiques 
 48 
produits. Sur le plan structural, deux types de remodelage artériel ont été décrits : 
compensatoire et constrictif.  
Comme son nom l’indique, un remodelage compensatoire se produit suite à la 
progression de la plaque, afin de garder la lumière artérielle à sa taille normale et de 
façon comparable à celle d’une artère non touchée. Il s’agit d’un élargissement latéral au 
niveau de la paroi vasculaire (Libby, 2001). Ce phénomène, connu comme le 
phénomène de Glogov, engendre la formation d'une plaque athérosclérotique stable et 
silencieuse (Figure 4b). Lorsque la plaque fibrolipidique augmente de façon à rétrécir 
significativement l’espace du passage du sang, le remodelage de la paroi est constrictif : 
la chape fibreuse est plus mince que dans les stades précédents et le noyau nécrotique 
gagne beaucoup en volume (Figure 4c). Deux critères sont essentiels pour rendre la 
plaque vulnérable: l’effet protéolytique de certaines enzymes et le phénomène 







Figure 4 Schématisation des différentes étapes possibles dans le mécanisme 
d’augmentation du volume de la plaque.  
Tirée de (Libby, 2002). 
Réimprimé avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature. Peter Libby, 
Inflammation in Atherosclerosis, 420 (6917), 868-874, Copyright (2002). License 
Number : 2986071383583 
 
 
Suite à leur migration de la média vers l'endothélium et à travers la lame basale, les 
CML dans l’intima sont susceptibles d’entrer en apoptose, un phénomène essentiel pour 











(Bennett, 1999). Les CML sensibles à l’apoptose sont surtout localisées dans la région 
fragile de la plaque (site de rupture), une observation qui laisse croire à leur implication 
directe dans le mécanisme de rupture (Geng et al., 1995). En plus de la mort des CML 
qui entraîne la diminution de la synthèse des éléments structuraux, les cytokines (par 
exemple TNF-!, IL1/6 et INF-#) inhibent la synthèse du collagène par les CML, et 
créent une autre voie par laquelle les cytokines inflammatoires vulnérabilisent la plaque 
(Bennett, 1999; Geng et al., 1995; Libby, 2002).  
L’apoptose des CML est le déterminant final de la rupture de plaque. En effet, plusieurs 
stimuli de surface, des voies de signalisation intracellulaires, des cytokines et des 
mécanismes de régulation de l’expression génique (protéines impliquées dans la 
signalisation de la mort cellulaire) réagissent en synergie ou de façon individuelle afin 
de déclencher l’apoptose des CML (pour revue (Bennett, 1999)). 
Tous les changements transitoires produits, c’est à dire  1) la persistance des facteurs de 
risque déclenchant, 2) l’inflammation chronique, 3) la mort des CML, 4) la dégradation 
de la matrice fibreuse (activation de la protéolyse), ainsi que 5) l’accumulation des 
débris cellulaires suite à l’apoptose des CE et des macrophages, aboutissent tôt ou tard à 
l’amincissement de la couche de la chape qui tapisse le noyau lipidique et finissent par 
provoquer l’ulcération de la plaque (à partir du site fragile de la chape), permettant ainsi 
la libération des constituants du noyau lipidique dans la circulation. La maladie 
silencieuse devient alors une maladie symptomatique (Figure 4d). 
Une déchirure de la plaque initie la cascade de coagulation et l’activation plaquettaire au 
niveau de la lésion, deux critères essentiels pour exacerber la pathogenèse de la 
thrombose.  
 
1.2.4.4.2. Deuxième mécanisme: la lésion endothéliale  
Un autre mécanisme potentiel fait intervenir l'intégrité de l'endothélium (Eliasziw et al., 
1994). En effet, une lésion endothéliale peut conduire à la formation d’une zone de 
dénudation provoquant la sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines, ce qui 
stimule l’adhésion des cellules circulantes ainsi que la migration et la prolifération 




rapidement l’agrégation plaquettaire au niveau du site concerné. Une grande étude a été 
réalisée sur une cohorte de 659 patients dans la phase avancée de la maladie (sténose 
sévère) ; elle démontre qu'indépendamment de la taille de la lésion, la présence d’un 
ulcère est suffisante pour augmenter significativement le risque des accidents cérébraux 
(Fisher et al., 2005). Ce type d’ulcération de plaque peut être d’une importance clinique 
assez grande puisqu’il représente un quart des cas mortels de thrombose coronaire 
(Fisher et al., 2005; Saba et al., 2007). 
 
1.2.4.4.3. Troisième mécanisme: néo-vascularisation et hémorragie  
La croissance de la plaque athérosclérotique s’accompagne toujours d’un phénomène de 
néo-vascularisation (Doyle et al., 2007; Moulton, 2006) : les nouveaux capillaires 
prennent leur origine dans l’adventice et migrent à travers la média vers la plaque. Ceci 
produit une abondance de capillaires au sein de la plaque et fait en sorte d’assurer la 
diffusion non seulement des nutriments, mais aussi des composants sanguins vers le 
tissu néo-formé, incluant les lymphocytes et les LDL (Libby, 2002). Il y a quelques 
années, des chercheurs (Moreno et al., 2004) ont rapporté une association entre la 
rupture de la plaque et la densité de néovascularisation au sein de la plaque. Cette étude 
confirme que l’abondance des microvaisseaux corrèle avec des niveaux accrus 
d’inflammation et d’infiltration des macrophages. Lorsque le volume de la plaque atteint 
son maximum, le phénomène d’hémorragie de ces petits capillaires particulièrement 
fragiles peut entraîner une ulcération, voire une rupture des parois de la chape fibreuse 
et causer l’instabilité de la plaque (Jeziorska et al., 1999). Bien que ce mécanisme soit 
complexe et ne soit pas complètement compris, les facteurs angiogéniques joueraient un 
rôle dans l’initiation de cet évènement. 
 
En résumé, la formation de la plaque athéromateuse fait intervenir plusieurs étapes 
successives où la strie lipidique évolue vers la formation des cores athéromateux et 
aboutit à une plaque vulnérable à la rupture. Les acteurs principaux dans ce processus 
sont les lipoprotéines des ox-LDL, les macrophages, les CML et les CE. Ces joueurs 
interviennent dans la régulation de tous les mécanismes associés à la progression de la 
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plaque : l’entrée des LDL dans l’espace intimal, l’infiltration des monocytes et leur 
transformation en macrophages et en cellules spumeuses. Ces étapes sont alimentées par 
l’inflammation, l’oxydation et l’apoptose cellulaires menant enfin à la rupture de la 
plaque. La physiopathologie de l’athérosclérose et l’expansion du volume de la plaque 
font également appel à l’angiogenèse qui, non seulement sert à vasculariser, mais 
participe aussi à l’instabilité de la plaque.  
  
1.2.5. L’angiogenèse physiologique, pathologique et son rôle 
dans le développement de la plaque 
1.2.5.1. L’angiogenèse physiologique 
L’angiogenèse est le processus à partir duquel de nouveaux capillaires sanguins (le vasa 
vasorum) se forment à partir de vaisseaux préexistants. Ce concept de base a été proposé 
pour la première fois par Judah Folkman, selon qui la vascularisation est un processus 
essentiel pour la croissance des tumeurs car elle assure l’apport d’éléments nutritifs au 
tissu cancéreux (Folkman, 1971). L’angiogenèse est un phénomène physiologique qui 
intervient dans des processus vitaux de l’organisme tels que le développement 
embryonnaire, la réparation tissulaire et la reproduction. Il s’agit d’un processus 
complexe nécessitant l’implication cruciale des CE qui, malgré leur faible taux de 
renouvellement dans les situations habituelles (Grover-Paez et al., 2009), sont capables 
après stimulation par l’hypoxie ou des facteurs de croissance, de se répliquer et de 
former des nouveaux vaisseaux (Ribatti et al., 2008). L’ensemble conduit à la formation 
de capillaires dont la lumière est en continuité avec celle des troncs vasculaires où ils 
ont pris naissance (Folkman, 1971). Le processus de néo-angiogenèse débute dans la 
partie de la paroi vasculaire destinée à émettre un nouveau capillaire, par une perte de 
contact entre les CE et les péricytes avec une augmentation de la perméabilité vasculaire 
induite par les facteurs angiogéniques (Goudar et al., 2008). Suite à cette activation, les 
CE secrètent des protéases afin de dégrader la lame basale. Par la suite, les CE migrent à 
travers la matrice extracellulaire vers la source angiogénique où elles se mettent à 




par former un capillaire dépourvu de cellules périvasculaires (Goudar et al., 2008). 
Ultérieurement, il y a recrutement et différenciation des cellules périvasculaires par les 
facteurs pro-angiogéniques en formant des bourgeons sous forme de tubes capillaires, 
les nouveaux vaisseaux sanguins dont les parois sont non perméables mais 
fonctionnelles (Carmeliet, 2000; Hickey et al., 2006). Sous l’influence de différents 
stimuli, ce processus biologique peut devenir néfaste pour l’organisme et est à l’origine 
de l’apparition de plusieurs pathologies. Par exemple, un excès d’angiogenèse 
accompagné d’inflammation favorise la formation d’une tumeur; en revanche, une 
baisse d’angiogenèse peut entraîner une hypoxie dans l’organe touché. La situation est 
complexe puisque l’hypoxie serait elle-même le déclencheur majeur du processus 
d’angiogenèse (Hickey et al., 2006; Ribatti et al., 2008). 
 
1.2.5.2. L’angiogenèse pathologique 
Dès 1957, Paterson et ses collaborateurs décrivaient la présence de microvaisseaux dans 
la plaque athérosclérotique (Paterson et al., 1957). En 1981, cette observation a été 
confirmée par Heistad et al. qui ont rapporté une forte perfusion intimale et adventitielle 
dans des conditions pathologiques telles que l’hypercholestérolémie et l’athérosclérose 
(Heistad et al., 1981). Dans un travail remarquable, Kumamoto et al. ont confirmé que 
dès le stade précoce de la formation de l’athérosclérose, ou même tôt au cours de 
l’initiation des premières stries lipidiques, la néovascularisation est dérivée de 
l’adventice (dans 97% des cas) et prend place préférentiellement dans l’intima qui 
s’épaissit typiquement avec la maladie (Kumamoto et al., 1995). De nos jours, plusieurs 
résultats expérimentaux supportent la corrélation entre l’angiogenèse et la progression 
de l’athérosclérose chez l’humain ; toutefois, un lien de causalité n'a pas été établi 
(Moreno et al., 2004). Au début des années 90, O’Brien et son équipe ont réalisé une 
étude clinique sur 201 patients coronariens et ils ont montré la présence d’une zone de 
vascularisation dans la plaque athérosclérotique (O'Brien et al., 1994). Cette même 
étude démontre que les CE dans la plaque possèdent une capacité réplicative élevée 
(avec une indice de réplication de 43%), normalement absente dans les CE d’une 
personne adulte (indice de réplication <0,25%,), suggérant un mécanisme d’angiogenèse 
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au sein de la plaque athérosclérotique (O'Brien et al., 1994). Le processus d’angiogenèse 
de la plaque athérosclérotique chez l’Homme a été décrit par plusieurs autres 
chercheurs: en 2004, Moreno et al., dans une étude incluant 269 patients, ont noté que la 
densité de la néovascularisation était plus grande dans la plaque instable 
comparativement à la plaque stable et que le nombre de microvaisseaux nouvellement 
formés est en corrélation directe avec la sévérité de l’inflammation dans 
l’environnement de la plaque (Moreno et al., 2004). En accord avec ces données, des 
analyses récentes par résonnance magnétique, sur une période de 18 mois, confirment 
que l’abondance de néocapillaires est corrélée avec une augmentation du volume du 
corps nécrotique à l’intérieur de la plaque (Takaya et al., 2005), suggérant ainsi que 
l’hémorragie stimule aussi le processus d’inflammation. 
La région de néovascularisation est riche en macrophages qui pourraient être une des 
sources de libération de cholestérol libre à l’intérieur de la plaque (Mofidi et al., 2001; 
O'Brien et al., 1994; Virmani et al., 2005). De plus, O’Brien et al. ont décrit une 
présence accrue des molécules d’adhésion, E-sélectine, VCAM-1 et ICAM-1 au niveau 
des néocapillaires en corrélation avec l’augmentation de la densité des cellules 
inflammatoires dans cet environnement tissulaire (O'Brien et al., 1996). Cette 
infiltration cellulaire est considérée comme extrêmement importante pour attirer les 
leucocytes vers l’espace sous-endothélial (Moulton et al., 2003). Ce concept est non 
négligeable si on prend en considération l'importance de la surface endothéliale résultant 
de la néovascularisation. La vascularisation permet non seulement la diffusion des LDL, 
des cellules inflammatoires et de l’oxygène, mais aussi le transport des cytokines et des 
facteurs de croissance plasmatiques (Chen et al., 2006a; Moreno et al., 2004). En effet, 
l’excès de capillaires conduit à une accumulation de LDL et de phospholipides oxydés 
dans l’espace de la plaque (Bochkov et al., 2006), qui, à leur tour, stimulent la libération 
de facteurs angiogéniques (Chen et al., 2006a).  
La néovascularisation est donc une source de nutriments et d’oxygène pour la plaque, 




1.2.5.3. Les régulateurs endogènes de l’angiogenèse  
Chez l’adulte et dans des conditions physiologiques, l’angiogenèse est biologiquement 
silencieuse. Ce processus est soumis à l’influence de différents régulateurs dont la 
balance qualitative (activateurs versus inhibiteurs) et quantitative (régulation à la hausse 
versus régulation à la baisse) dicte le destin de l’artère (Moulton, 2006; Ribatti et al., 
2008). Une augmentation de la concentration des facteurs activateurs ne suffit pas pour 
initier le processus d’angiogenèse, il est impérativement nécessaire de diminuer en 
parallèle les inhibiteurs endogènes, quelque soit la nature des stimuli: l’hypoxie, 
l’inflammation et/ou les ROS (Moulton, 2006). 
 
1.2.5.3.1. Les facteurs pro-angiogéniques endogènes  
Dans le tissu néo-vascularisé de la plaque athérosclérotique, plusieurs facteurs ont été 
identifiés et validés pour leur rôle pro-angiogénique; il s’agit des facteurs de croissance, 
des chimiokines, des cytokines inflammatoires et des métalloprotéinases (Chen et al., 
2006a; Herrmann et al., 2006; Moulton, 2006). 
a) Le VEGF 
Le facteur de croissance dérivé de l'endothélium vasculaire, le VEGF (vascular 
endothelial growth factor) est le facteur angiogénique le mieux caractérisé. Il augmente 
la perméabilité endothéliale aux protéines circulantes, aux macromolécules et même à 
des cellules (pour revue (Nagy et al., 2008)). La participation du VEGF au processus 
d’athérosclérose a été mise en évidence par une augmentation du nombre de 
macrophages circulants et une expansion du volume de la plaque suite à l’injection 
d’une faible dose (2$/kg) chez des souris athérosclérotiques (Celletti et al., 2001). Le 
VEGF déclenche le mécanisme de transmigration monocytaire (Barleon et al., 1996; 
Clauss et al., 1990). Son expression et son abondance corrèlent positivement avec la 
sévérité de la plaque et avec l’apparition des symptômes pathologiques de 
l’athérosclérose (Bjornheden et al., 1999). Une baisse de la quantité d’oxygène dans 
l’environnement hypoxique des CE et des macrophages, stabilise et active le facteur de 
transcription nucléaire inductible par l'hypoxie (HIF-1, hypoxia inducible factor-1) qui 
augmente le niveau circulant de VEGF (Bjornheden et al., 1999; Namiki et al., 1995). 
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De plus, la surexpression de VEGF a été détectée dans les CE avant l’apparition des 
stries lipidiques et même avant la dysfonction endothéliale (Herrmann et al., 2001), ce 
qui suggère que l’angiogenèse joue un rôle décisif dans la prédiction de l’avenir de la 
plaque. Le VEGF intervient également au niveau de l’accumulation des leucocytes dans 
la paroi vasculaire par un mécanisme qui stabilise les interactions entre les cellules 
inflammatoires et les CE (Kim et al., 2001).  
En plus d'avoir un rôle pro-angiogénique, le VEGF agit comme une cytokine pro-
inflammatoire au cours du processus d’angiogenèse de la plaque. En effet, dans un 
modèle de souris athérosclérotiques (hypercholestérolémiques et déficientes en ApoE), 
l’expression de VEGF déclenche une réponse pro-inflammatoire menant à la formation 
d’une nouvelle intima chez ces souris (Zhao et al., 2004). L’utilisation d’un anticorps 
contre le récepteur au VEGF (Flt-1) diminue la formation de la plaque athéromateuse 
(Zhao et al., 2004) et réduit le taux des monocytes circulants (Luttun et al., 2002), 
suggérant un rôle pathologique du VEGF dans l’athérosclérose. Cependant, la 
complexité du processus d’athérosclérose fait en sorte que la modulation de 
l’angiogenèse n’est pas contrôlée par un seul facteur. 
b) Le FGF 
De façon similaire au VEGF, l’expression d’un autre médiateur pro-angiogénique, le 
facteur de croissance des fibroblastes (FGF, Fibroblast growth factor), est augmentée au 
niveau de la plaque (Brogi et al., 1993; Herrmann et al., 2006). La surexpression du 
FGF induit à la fois une angiogenèse et une progression de la plaque athérosclérotique 
(Edelman et al., 1992; Nabel et al., 1993). Point intéressant, il a été proposé que l’effet 
du VEGF ne puisse pas être dissocié de celui du FGF, puisque l’expression de ces deux 
facteurs angiogéniques est augmentée en présence des ox-LDL (Edelman et al., 1992). 
De plus, l’inhibition de la voie du VEGF par un antagoniste spécifique au Flt-1 amplifie 
le signal angiogénique passant par le FGF, ce qui annule l’effet de l’antagoniste 
(Edelman et al., 1992).  
c) Les angiopoiétines 
La famille des angiopoiétines pourrait également jouer un rôle dans l’athérosclérose 
(Trollope et al., 2011). L’isoforme-1 de cette molécule, l'angiopoiétine-1, est essentielle 




inhibe la perméabilité vasculaire et elle est anti-inflammatoire (Trollope et al., 2011). Il 
a été démontré que l’angiopoiétine-1 prévient l’effet inflammatoire du VEGF en 
empêchant ce dernier de stimuler l’expression des molécules d’adhésion telles que 
ICAM-1 et VCAM-1 à la surface des CE, ce qui réduit l’adhésion des cellules 
inflammatoires et, en conséquence, diminue l’inflammation (Kim et al., 2001). Au 
contraire, l’angiopoiétine-2, considérée comme un antagoniste naturel de 
l'angiopoiétine-1 (Post et al., 2008), est caractérisée par ses effets anti-angiogéniques, 
pro-inflammatoires et pro-athérogéniques. En effet, les souris déficientes pour 
l’angiopoiétine-2 ont une résistance aux stimuli inflammatoires, alors qu'une injection 
de la protéine angiopoiétine-2 recombinante redonne la capacité à ces souris de répondre 
à l’environnement inflammatoire (Fiedler et al., 2006). Dans une étude récente, Post et 
al. ont montré qu’un ratio élevé d'angiopoiétine-2 : angiopoiétine-1 est nécessaire pour 
assurer la vulnérabilité de la plaque à la rupture (Post et al., 2008). 
d) Les angiopoiétines-like  
Finalement, mais non les moindres, les protéines angiopoiétines-like (Angptls), 
homologues aux angiopoiétines, ont été décrites initialement pour leur rôle 
angiogénique et métabolique (Camenisch et al., 2002; Kim et al., 1999a; Le Jan et al., 
2003; Oike et al., 2004a; Oike et al., 2009b). Cependant, l’implication des Angptls lors 
de l'athérogénèse est encore méconnue. Les Angptls constituent un ensemble de 
protéines nouvellement identifiées, sécrétées dans la circulation sanguine (Hato et al., 
2008; Kim et al., 1999b). Une section (1.3.2.) est dédiée pour détailler les principales 
fonctions biologiques connues de ces protéines.  
 
1.2.5.3.2. Les facteurs anti-angiogéniques endogènes  
Un des facteurs anti-angiogéniques endogènes les mieux étudiés est la 
thrombospondine-1 (TSP1) (Ren et al., 2006). TSP1 inhibe la prolifération des CE alors 
qu'elle produit un effet mitogénique autocrine dans les CML de la lésion 
athérosclérotique, lui suggérant un rôle dans la maturation des vaisseaux sanguins 
(Moura et al., 2008). TSP1 pourrait être impliquée dans la régulation de l’athérosclérose 
parce qu’elle possède des effets anti-inflammatoires (Frangogiannis et al., 2005) et anti-
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adhésifs (Bonnefoy et al., 2006) et parce que son expression est fortement augmentée 
dans la plaque athérosclérotique de souris hypercholestérolémiques (Riessen et al., 
1998). Une délétion génétique de cette protéine chez la souris augmente l’infiltration 
leucocytaire à travers l’endothélium vasculaire, induit une réponse inflammatoire accrue 
et une accélération de la formation de la plaque (Moura et al., 2008). Toutefois, l’effet 
de cette protéine sur la progression de la maladie chez l’Homme n’a pas encore été 
étudié. 
La collagénase XVIII est une autre protéine anti-angiogénique dont la présence dans 
l’environnement de la plaque inhibe l’extension des vasa vasorum et, en conséquence, 
diminue la vulnérabilité de la plaque. En effet, Moulton et al. ont démontré qu’une perte 
génétique de l’expression de cette collagénase favorise la formation de nouveaux 
vaisseaux, augmente le nombre des macrophages circulants et la taille de la plaque 
athéromateuse (Moulton et al., 2004).  
Certains membres de la famille des protéines angiopoietines-like, tels que l’Angptl1 et 
4, exercent des effets anti-angiogèniques (section 1.3.2.1.). L’implication des 
angiopoietines-like dans le mécanisme d’angiogenèse est discuté en détails dans les 
sections 1.3.2.1 et 1.4.3.1. 
En plus des facteurs anti-angiogéniques endogènes, des traitements pharmacologiques 
ont été évalués dans le cadre de l’athérosclérose. Des souris déficientes en ApoE (ApoE-
/-) et soumises à un régime riche en cholestérol ont été traitées avec deux facteurs anti-
angiogéniques, l’endostatine et le TNP-470, des molécules qui agissent exclusivement 
sur la prolifération des CE; ces traitements ont conduit à une réduction de la 
néovascularisation et à une régression de la taille de la plaque (Moulton et al., 1999). 
Cependant, chez l’Homme, aucune thérapie anti-angiogénique n’a encore démontré 
d’efficacité dans la progression de la plaque (Herrmann et al., 2006).  
 
Tous ces travaux pris dans leur ensemble suggèrent que l’angiogenèse est un élément 
critique dans l’évolution (expansion et rupture) de la plaque et laissent croire aux effets 
bénéfiques potentiels d’une thérapie anti-angiogénique dans le traitement de 




asymptomatique, plusieurs facteurs de risque peuvent être la cause directe de sa 
progression. 
 
1.2.6. Les facteurs de risque cardiovasculaires 
L’athérosclérose est une maladie chronique multifactorielle. Parmi les facteurs de risque 
qui contribuent largement à son développement, on compte la dyslipidémie, l’âge, 
l’obésité, le diabète, l'hypertension et le tabagisme. Dans cette thèse, je ne parlerai que 
de la dyslipidémie et du tabagisme, deux aspects que j’ai considérés durant mes travaux. 
 
1.2.6.1. La dyslipidémie et le risque d’athérosclérose 
La dyslipidémie athérogénique constitue un désordre quantitatif et/ou qualitatif des 
cholestérols et des triglycérides sanguins. La dyslipidémie correspond à une 
augmentation du niveau des LDL-cholestérols et une réduction des lipoprotéines de 
haute densité (HDL, high density lipoprotein) (hypercholestérolémie) et à une 
concentration élevée des triglycérides (hypertriglycéridémie) (Cooney et al., 2009). 
Tel que mentionné précédemment, la responsabilité des LDL dans l’initiation et 
l’évolution de l’athérosclérose est largement établie. Dès 1948, les données de l'étude de 
Framingham chez l’Homme confirment la corrélation positive entre le taux de 
cholestérol circulant et le risque de maladie coronarienne (Castelli, 1988). La 
dyslipidémie est donc considérée comme un facteur prédictif des évènements 
cardiovasculaires (Grover-Paez et al., 2009; Sitia et al., 2010). Par la suite, de nombreux 
travaux ont démontré que le mécanisme d’action de la dyslipidémie affecte directement 
la fonction de l’endothélium : la dyslipidémie déclenche une dysfonction endothéliale en 
altérant la fonction vasodilatatrice de l’endothélium, augmente la rigidité vasculaire et 
stimule l'adhésion des leucocytes (Gratchev et al., 2012; Mitra et al., 2011). La 
dyslipidémie est associée à un stress oxydant, une surproduction endothéliale de 
superoxyde qui est capable d’inactiver le NO et de produire des peroxynitrites (ONOO), 
d’oxyder les LDL et de causer des dommages à l’ADN et à la membrane cellulaire 
(O'Brien et al., 1997). De plus, les concentrations de l’inhibiteur endogène de la eNOS, 
la diméthylarginine asymétrique (asymmetric dimethylarginine, ADMA), sont plus 
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élevées chez les patients hypercholestérolémiques (Vladimirova-Kitova et al., 2008), ce 
qui pourrait également contribuer à la dysfonction endothéliale et à l'athérogenèse. 
La dyslipidémie peut également conduire à la prolifération des CML, à la formation de 
cellules spumeuses et à la sécrétion de cytokines inflammatoires (Sitia et al., 2010). De 
plus, les taux élevés de LDL sont associés à un état inflammatoire via la sécrétion de 
TNF-! et d’IL-6 (Gratchev et al., 2012; Mitra et al., 2011). Finalement, 
l’hypercholestérolémie déclenche la synthèse et la sécrétion des formes circulantes des 
molécules d’adhésion telles que sICAM-1 et sVCAM (Hackman et al., 1996). Il est 
donc évident que la dyslipidémie favorise le développement de l'athérosclérose et des 
plaques athérosclérotiques.  
 
1.2.6.2. Le tabagisme et le risque d’athérosclérose 
L’exposition à la fumée de cigarette active ou passive est un facteur de risque 
cardiovasculaire bien établi. La cigarette est responsable de plus de la moitié des décès 
liés aux maladies cardiovasculaires en Amérique du Nord (Ezzati et al., 2004). 
L’inhalation de la fumée libérée dans l’environnement augmente de 30 % les risques de 
mourir de maladies cardiaques (Law et al., 2003). 
La fumée de cigarette est capable d’activer à elle seule des réactions pro-oxydantes, pro-
inflammatoires, pro-athérothrombotiques et cancérigènes (Ambrose et al., 2004; 
Mazzone et al., 2010). Tous ces effets néfastes sont principalement causés par les ROS 
produits suite à la combustion du tabac. En effet, la fumée de cigarette est très riche en 
superoxyde, hydroxyle radicalaire, peroxyde d’hydrogène et en peroxynitrite 
responsables de la cytotoxicité et de la dysfonction endothéliale (Peluffo et al., 2009; 
Raij et al., 2001; Tsuchiya et al., 2002). Les ROS induisent la peroxydation des lipides 
membranaires, des dommages à l’ADN (cassures dans le double brin, un mécanisme 
responsable de l’effet cancérigène), l’oxydation de l’ARN, des dommages 
mitochondriaux et l’apoptose (Chen et al., 2004b; Mazzone et al., 2010; Raij et al., 
2001). Des études réalisées in vivo et in vitro démontrent qu’un traitement avec des 
antioxydants prévient les dommages causés par l’exposition à la fumée de cigarette 




La multitude de substances oxydantes contenues dans la fumée de cigarette provoquent 
des dommages à la surface de l’endothélium vasculaire; la puissante réponse 
inflammatoire qui en résulte est la cause directe de la dysfonction endothéliale menant 
au développement de l’athérosclérose. En effet, chez les fumeurs le taux circulant de 
cellules sanguines inflammatoires et surtout, leur recrutement et leur transmigration au 
niveau du site d’inflammation, sont des mécanismes considérablement actifs 
comparativement à ceux des non fumeurs (Hansen et al., 1990). De plus, la production 
en excès des ROS chez les fumeurs déclenche l’expression de cytokines inflammatoires 
telles que l'IL-1", l'IL-8 et le TNF-! (Lee et al., 2012) ainsi que la synthèse de 
molécules d’adhésion à la surface des CE telles que la sélectine, l’ICAM-1 et VCAM-1 
(Alamanda et al., 2012; Ueno et al., 2006). Un tel environnement provoque une 
altération de la matrice extracellulaire suite à l’activation des enzymes 
métalloprotéinases (MMP-1 et MMP-9) (Palozza et al., 2012) et est rélié avec un plus 
haut niveau de chimiokines circulantes qui sont essentielles pour le recrutement des 
cellules inflammatoires, ainsi que d’autres marqueurs sanguins notamment le CRP 
(Mazzone et al., 2010; McMullen et al., 2000; Nordskog et al., 2003). Les fumeurs ont 
donc un plus grand risque de thrombose. 
Dans le contexte des maladies inflammatoires chroniques, par exemple la maladie 
pulmonaire obstructive chronique (MPOC), nous avons démontré que le niveau 
circulant du marqueur d’inflammation, l’angiopoiétine-like2 (Angptl2), est plus élevé 
chez les fumeurs comparativement aux sujets non-fumeurs (Farhat et al., 2008). Dans le 
cadre de l’athérosclérose, les fumeurs présentent un profil lipidique propice au 
développement de la maladie : un niveau élevé des LDL, des triglycérides et des LDL 
totaux, accompagné par un faible taux de HDL (Criqui et al., 1987; Neufeld et al., 
1997). C’est l’environnement parfait pour l’oxydation lipoprotéique, en particulier des 
LDL, par les ROS générés suite à la combustion de la cigarette. Par ailleurs, il a aussi 
été démontré que le tabac déclenche le remodelage vasculaire en favorisant la migration 
des CML de la média vers l’intima (Chen et al., 2010). Ainsi, les fumeurs ont non 
seulement plus de risques de former la plaque athérosclérotique, mais ont aussi un taux 
de rupture de la plaque significativement plus élevé que les non-fumeurs (Ambrose et 
al., 2004; Mazzone et al., 2010). 
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En résumé, la liste des effets néfastes de la fumée de cigarette sur le système 
cardiovasculaire est longue, elle conduit à 1) la lésion et la dysfonction endothéliales, 2) 
l’oxydation des LDL pour favoriser leur phagocytose par les cellules, 3) le recrutement 
de cellules inflammatoires dans les parois vasculaires, 4) l’augmentation des taux 
circulants des marqueurs inflammatoires et la relâche de chimiokines qui causent la 
migration et la différentiation des CML, 5) la formation de plaques athérosclérotiques et 
6) l’ulcération des plaques. Étonnament, il a été démontré que le simple fait d'arrêter de 
fumer renverse, à long terme, les effets délétères de la cigarette (Pipe et al., 2010).  
 
En conclusion, les différents facteurs de risque cardiovasculaire induisent tous une 
inflammation chronique et une dysfonction endothéliale, qui se traduit par une altération 
de la capacité de l'endothélium à vasodilater et par une transformation de ses fonctions 
physiologiques en propriétés pro-adhésives, pro-thrombotiques et pro-
athérosclérotiques. Des marqueurs circulants qui reflètent la présence de facteurs de 




1.2.7. Les biomarqueurs potentiels de l’athérosclérose 
Par définition, un biomarqueur doit fidèlement refléter la présence de facteurs de risque 
et l’apparition de la maladie. Parmi les biomarqueurs de l’athérosclérose figurent les 
marqueurs de l’inflammation, les marqueurs lipoprotéiques, les cytokines et les formes 
solubles des molécules d’adhésion (Kampoli et al., 2009; Virani et al., 2008). 
 
1.2.7.1 Les marqueurs de l’inflammation 
a) La protéine CRP 
Parmi les marqueurs les plus étudiés, on compte la protéine CRP, un marqueur 
inflammatoire chronique dont une faible augmentation de niveau circulant est un 
indicateur de risque cardiovasculaire significatif (Ridker et al., 2000). La protéine CRP 




les adipocytes et les CML de l’aorte (Calabro et al., 2003) face à une réaction 
inflammatoire et à la présence de cytokines (notamment l’IL-6, l’IL-1! et le TNF-!) 
(Calabro et al., 2003; Hirschfield et al., 2003). L’avantage de la CRP comparativement à 
un autre marqueur inflammatoire est sa stabilité dans le plasma ou le sérum et son 
dosage reproductible (Ridker et al., 2000).  
Depuis une dizaine d’années, toutes les études épidémiologiques effectuées rapportent 
une association positive entre la concentration circulante de la CRP et la progression des 
maladies cardiovasculaires (Ballantyne et al., 2004; Ridker et al., 2008). En 2004, une 
vaste analyse qui a ciblé 7068 patients coronariens, confirme que la CRP est un 
biomarqueur des maladies cardiovasculaires (Danesh et al., 2004). De plus, il a 
également été prouvé que suite à un traitement avec des statines qui réduit le taux de 
LDL circulant et améliore les événements cliniques qui y sont associés, le niveau de hs-
CRP [protéine réactive C à haute sensibilité (high sensitivity C reactive protein)] est 
diminué (Ridker et al., 2005).  
À la lumière de ces résultats, il a été proposé qu’une augmentation de CRP est causée 
par la lésion athérosclérotique, reflétant son expansion et sa sévérité, mais aucune 
donnée expérimentale n'a confirmé cette hypothèse (Abd et al., 2011; Paffen et al., 
2006). Par ailleurs, plusieurs études décrivent une fonction délétère directe de la 
protéine CRP sur la paroi vasculaire en favorisant l’apparition de la lésion 
athérosclérotique à une concentration égale ou proche de celle détectée chez les sujets 
coronariens (Paffen et al., 2006). En effet, la protéine CRP produit une dysfonction 
endothéliale en inhibant la production du NO (Qamirani et al., 2005) et en augmentant 
l’expression des molécules d’adhésion telles que l’ICAM-1, VCAM-1 et la E-sélectine 
à la surface de CE (Pasceri et al., 2000). De même, l’expression des facteurs 
chimiotactiques, le MCP-1 et CXC, est déclenchée en présence de CRP (Devaraj et al., 
2004; Pasceri et al., 2001). Ces changements favorisent l’adhésion des leucocytes à la 
surface de l’endothélium vasculaire, première étape de la formation de la plaque 
athérosclérotique. Les CML peuvent aussi être des cibles de l’action pro-inflammatoire 
et pro-athérogénique de la CRP. Cette protéine stimule en effet la migration, la 
prolifération et la production des ROS par les CML (Hattori et al., 2003). Enfin, la CRP 
se lie spécifiquement aux ox-LDL de la plaque pour favoriser leur capture par les 
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macrophages induisant ainsi la formation des cellules spumeuses au sein de la plaque 
athéromateuse (Zwaka et al., 2001). En résumé, la proteine CRP pourrait non seulement 
être considérée comme un biomarqueur mais aussi comme un facteur de risque impliqué 
dans le processus de la lésion athérosclérotique. 
 
b) La Lp-PLA2  
La phospholipase A2 associée à une lipoprotéine (Lp-PLA2, Lipoprotein associated 
phospholipase A2), aussi appelée le facteur d’activation des plaquettes acétylhydrolase 
(platelet-activating factor acetylhydrolase, PAF-AH), est sécrétée dans la sang par les 
monocytes et les macrophages (Asano et al., 1999; Stafforini et al., 1990) où elle circule 
majoritairement associée aux LDL (70-80%) et aux HDL (Stafforini et al., 1987). Cette 
enzyme est connue pour son rôle dans l’hydrolyse des phospholipides oxydés des ox-
LDL, ce qui libère des médiateurs pro-inflammatoires tels que les acides gras oxydés et 
des lysophosphatidylcholines (Gorelick, 2008). Il a récemment été démontré qu’au 
niveau de la lésion athérosclérotique, l’enzyme Lp-PLA2 hydrolyse les ox-LDL et 
génère des particules des LDL phospholipolysées qui sont facilement accumulées dans 
les macrophages (Karabina et al., 2006). Ces particules peuvent elles-mêmes déclencher 
la production de cytokines pro-inflammatoires et possèdent des propriétés pro-
athérogéniques (Gora et al., 2010; Karabina et al., 2006), ce qui suggère que la Lp-
PLA2 est un facteur de risque athérogénique potentiel (Gilstrap et al., 2012). 
Plusieurs études prospectives ont affirmé qu’une élévation du niveau plasmatique de 
l’enzyme Lp-PLA2 est hautement associée à un risque accru d’événements 
cardiovasculaires (Ballantyne et al., 2004; Koenig et al., 2004). Dans une vaste étude 
réalisée sur 5595 patients, l’étude West of Scotland Coronary Prevention Study 
(WOSCOPS), le risque des événements cardiovasculaires est 2 fois plus élevé chez les 
patients avec les plus hauts taux sanguins de Lp-PLA2 (Shepherd et al., 1995). Cette 
corrélation semble de plus être indépendante des facteurs de risque traditionnels et/ou 
d’autres marqueurs inflammatoires, y compris la protéine CRP (Kampoli et al., 2009; 
Shepherd et al., 1995). Ces observations ont été supportées par trois autres grandes 
études, l’étude ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) (Ballantyne et al., 2004), 




l’étude Rotterdam study (Oei et al., 2005), qui montrent que le taux de Lp-PLA2 est un 
marqueur prédictif des maladies cardiovasculaires, y compris l’athérosclérose. 
 
1.2.7.2 Les marqueurs lipoprotéiques 
Vu l’implication majeure des lipides dans l'athérogénèse, le dosage des apoliporotéines 
B et A-1 (en particulier le rapport ApoB/ApoA-I) a suscité beaucoup d’espoirs en tant 
que biomarqueur prédictif des maladies cardiovasculaires (Kampoli et al., 2009). 
L’ApoB est présente dans les particules lipidiques athérogéniques telles les lipoprotéines 
de très basse densité (VLDL, very low-density lipoproteins), les lipoprotéines de densité 
intermédiaire (IDL, intermediate density lipoproteins) et plus particulièrement dans les 
LDL (Kampoli et al., 2009; Walldius et al., 2004). Pour cette raison, la mesure des 
niveaux de l’ApoB reflète les quantités totales des particules lipidiques athérogéniques 
présentes dans le sang. L’ApoA-I, quant à elle, est le composant majeur des particules 
HDL anti-athérogéniques. C’est pourquoi la mesure de l’ApoA-I est inversement 
associée au risque, alors que l’ApoB l’est positivement; les valeurs indiquent que le 
rapport de ces deux lipoprotéines dans le sang est un index prédictif des maladies 
cardiovasculaires (Walldius et al., 2001).  
Les études épidémiologiques ont permis de valider cliniquement l’utilisation de ces 
deux biomarqueurs lipoprotéiques. L’étude AMORIS (Apolipoprotein-related MOrtality 
RISk), étalée sur 12 ans chez plus de 300 000 sujets, a montré que l’ApoB et l’ApoA-I 
sont des biomarqueurs plus puissants que le cholestérol-LDL, en particulier chez les 
sujets ayant un niveau de LDL normal ou faiblement élevé (Walldius et al., 2001). 
L’étude INTERHEART est comparable à l’étude AMORIS et confirme l’association 
(p<0,00001) existante entre le ratio ApoB/ApoA-I et le risque de maladies 
cardiovasculaires quelque soit le sexe, l’âge ou l’origine ethnique (Yusuf et al., 2004). 
Finalement l’étude Copenhagen City Heart Study confirme que les profils plasmatiques 




1.2.7.3 Les cytokines et les molécules d’adhésion solubles  
Les cytokines circulantes, l’IL-1 et l’IL-8 sont exprimées par les différentes cellules 
participant aux processus inflammatoires et jouent un rôle dans le développement des 
pathologies vasculaires et la formation de la plaque athéromateuse (Kampoli et al., 
2009). De ce fait, leurs taux circulants augmentent avec la progression de la maladie ; 
elles peuvent donc être considérées comme des biomarqueurs des maladies 
cardiovasculaires. L’IL-1 par exemple, est capable à elle seule de stimuler la production 
des cytokines inflammatoires, des molécules d’adhésion, de recruter des leucocytes aux 
sites de la lésion et de stimuler la prolifération des CML (Dinarello, 1996). 
L’administration de l’inhibiteur endogène de l’IL-1, l'antagoniste ! du récepteur de l’IL-
1 (IL-1R !, IL-1 receptor antagonist "), chez des souris est suffisante pour prévenir 
l’inflammation (Arend et al., 1998). De façon similaire, une délétion du gène codant 
pour cette protéine attenue la lésion athérosclérotique (Merhi-Soussi et al., 2005).  
Les résultats expérimentaux obtenus avec l’IL-8, qui appartient elle aussi à la 
superfamille de l’IL-1 (Gracie et al., 2003), sont très similaires à ceux obtenus avec 
l’IL-1. En effet, l’injection de la protéine recombinante de l’IL-18 chez la souris conduit 
au développement spontané de l’athérosclérose, alors que celle de son inhibiteur naturel 
prévient la lésion en réduisant le volume de la plaque (Dinarello, 2006). Bien que ces 
cytokines démontrent une forte association avec le développement des maladies 
cardiovasculaires, l’utilisation de ces biomarqueurs est encore au stade précoce de la 
recherche et des études supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer leur intérêt 
clinique. 
  
En conclusion, cette revue de littérature souligne l’intérêt de détecter des molécules dans 
la circulation sanguine afin d’évaluer et diagnostiquer le risque d’athérosclérose. Parmi 
les biomarqueurs de l’athérosclérose figurent les marqueurs inflammatoires et les 
lipoprotéines. Récemment, les angiopoietines-like (Angptls) circulantes ont été 
identifiées comme des régulateurs potentiels du métabolisme énergétique, des facteurs 
pro-angiogéniques et pro-inflammatoires : l'équipe du Dr Oike a rapporté un rôle 




le diabète, l'obésité et les maladies coronariennes (Tabata et al., 2009). Les Angptls ne 
sont cependant pas considérées comme des biomarqueurs et leur rôle dans 
l'athérogenèse n'est pas encore défini. 
 
1.3. La super famille des angiopoietines-like  
Les Angptls sont une famille de protéines constituée de sept membres qui partagent des 
similitudes structurales avec les membres de la famille des angiopoiétines (Kim et al., 
1999a), ce qui leur a valu le nom d'angiopoietin-like proteins ou angiopoietin-related 
protein (ARP) (Kim et al., 1999b).  
Nous nous intéressons tout particulièrement au deuxième membre de la famille des 
Angptls, l’Angptl2. Un chapitre complet (1.4) est consacré à la littérature publiée sur le 
sujet de l’Angptl2, le thème central de cette thèse. 
 
1.3.1. Identification et caractérisation structurale des Angptls  
Le clonage moléculaire et l’identification de la première Angptl ont été réalisés par 
l’équipe sud-coréenne du Dr Koh en 1999 (Kim et al., 1999b). Dans cette étude 
remarquable, les auteurs ont utilisé la technique de PCR (pour réaction d’amplification 
en chaîne) à la base d’homologie structurale [avec une séquence d’acides aminés (a.a.) 
conservée entre les angiopoiétines] afin d’isoler de nouveaux candidats potentiels à 
partir de la librairie des cADN du cœur humain adulte. Une nouvelle protéine de 491 
a.a. a été isolée et identifiée comme la troisième angiopoiétine (nommée initialement 
angiopoiétine-3), car elle possédait les caractéristiques typiques des autres membres de 
cette famille : un domaine coiled-coil en N terminal suivi par un domaine d’homologie 




Figure 5 Alignement de la séquence primaire en acides aminés de l'Angptl1 (hARP1), 
l'Angptl2 (hARP2), l'angiopoiétine-1(hAng1) et l'angiopoiétine-2 (hAng2), démontrant 
l’homologie entre les différentes protéines en gris. Les cystéines conservées sont 
identifiées par des étoiles.  
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La protéine dénommée angiopoiétine-3 possède 29% et 26% d’homologie avec 
l'angiopoiétine-1 et -2, respectivement (Kim et al., 1999a) (Figure 5). De plus, en se 
basant sur les analyses de la séquence peptidique de cette nouvelle protéine, les auteurs 
ont démontré la présence d’une région hautement hydrophobe de 21 a.a., correspondant 
à une séquence typique de peptide signal, ce qui signifie pour l'angiopoiétine-3 la 
possibilité d'être sécrétée dans la circulation sanguine (Kim et al., 1999a). La même 
année, le groupe de Yancopoulos a identifié d'autres membres de la famille des 
angiopoiétines qu'ils ont nommés angiopoiétine-3 et angiopoiétine-4, dévoilant une plus 
grande homologie de séquence avec l’angiopoiétine-1 et l’angiopoiétine-2 qu'avec la 
protéine identifiée en Corée (Valenzuela et al., 1999). Suite à cette découverte, l’équipe 
du Dr Koh a alors remplacé le nom de leur protéine originalement baptisée 
angiopoiétine-3 par ARP1 (ou Angptl1).  
Quelques mois plus tard, l’équipe du Dr Koh a isolé et identifié l’ARP2 (ou Angptl2) 
qui, elle, partage 59% d’homologie avec l’ARP1 (Kim et al., 1999b). Par la suite, le 
travail du Dr Conklin a démontré la présence d’une troisième Angptl (Angptl3) avec une 
expression qui semble être restreinte dans foie chez la souris et chez l’Homme (Conklin 
et al., 1999; Romeo et al., 2009).  
A partir de l’an 2000, des recherches intensives sur cette nouvelle famille de protéines 
ont permis d'identifier quatre membres supplémentaires : l'Angptl4 (aussi appelée fast-
induced adipose factor) (Kersten et al., 2000; Kim et al., 2000), l'Angptl5 (Zeng et al., 
2003), l'Angptl6 (couramment nommée le facteur de croissance relié à l’angiopoiétine, 
angiopoietin-related growth factor, AGF) (Oike et al., 2004a; Zeng et al., 2003) et 
l'Angptl7 (Katoh et al., 2006). Très recemment, une nouvelle Angptl, l’Angptl8, a été 
découverte, elle régulerait l’Angptl3 (Quagliarini et al., 2012). 
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Malgré la similitude structurale avec les angiopoiétines, les Angptls se distinguent par 
une absence d'affinité pour les récepteurs tyrosine-kinase Tie1 ou Tie2, les récepteurs 
spécifiques des angiopoiétines (Kim et al., 1999b). De ce fait, les Angptls ont été 
considérées, jusqu’à très récemment (voir section 1.4.2), comme des ligands orphelins. 
Quelques études récentes ont tenté d’identifier les récepteurs spécifiques de ces 
protéines. La comparaison de la structure primaire (Figure 5) des membres de la famille 
Angptls avec celle des angiopoiétines révèle que la région C terminale, domaine de 
liaison au récepteur Tie2, est conservée parmi toutes les Angptls (Oike et al., 2004b). De 
plus la séquence primaire en acides aminés du domaine C terminal des Angptls prédit 
que celles-ci contiennent 4 (Kim et al., 1999b; Oike et al., 2004b) des 6 cystéines 
indispensables pour la liaison des angiopoiétines au récepteur Tie2 (Figure 5) 
(Maisonpierre et al., 1997). Ces observations réfutent donc l’hypothèse selon laquelle 
une hétérogénéité structurale entre les Angptls et les angiopoiétines serait à l’origine de 





Tableau II Résumé des différentes fonctions identifiées pour les Angptls 
 (Adapté de (Miida et al., 2010)) 
Angptls Autres noms Distribution  (Tissus spécifiques) 











ARP1, Ang3, AngY, 
ANGPT3, angioarrestin  
Cœur, reins, placenta, 
thyroïde, intestins 
Pro/anti Pas connu Pas connu 
ARP2, HARP 
ANGPT5 
ARP4, NL2, pp1158, 




Cœur, intestins, rate,  
estomac 
Foie (fortement exprimée),  
tissu adipeux, et autres  
(reins, poumons, pancréas, 
placenta) 
  Tissu adipeux (fortement exprimée), 









Pas connu   
HDL-cholestérol 
TG   
HDL-cholestérol 
TG   
Pas connu   
Pas connu   










TG : Triglycérides; CSH : Cellules souches hématopoïétiques. 
Réimprimé avec la permission de Wolters Kluwer Health: Current Opinion in Lipidology. Miida Takashi, Hirayama Satoshi, Impact of 
angiopoietin-like protein metabolism and cardiovascular events, 21 (1), 70-75, Copyright (2010). License Number : 3010920663031 
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1.3.2. Fonctions exercées par les Angptls  
1.3.2.1 Rôle des Angptls dans l'angiogenèse 
Pour caractériser des composés pro/anti-angiogéniques, l’étude in vitro de leur impact 
chimio-attractant et de leur capacité à stimuler la tubulogenèse est couramment utilisée. 
Ces tests préliminaires sont complétés par des études fonctionnelles in vivo. Les études 
effectuées jusqu'à présent concernant les propriétés angiogéniques des différentes 
Angptls sont résumées dans le Tableau II. 
En 1999, le Dr Kim et son équipe ont rapporté pour la première fois un rôle possible de 
l’Angptl1 et de l’Angptl2 dans la régulation du processus angiogénique in vitro (Kim et 
al., 1999b). Dans des CE en culture de l’artère pulmonaire de porc, quelques jours après 
une exposition à l’Angptl1 ou l’Angptl2, ils ont noté une augmentation de la formation 
de bourgeons tubulaires, de l’ordre de 3,4 fois en présence d’Angptl1 et de 6,5 fois pour 
l’Angptl2 (Kim et al., 1999b), ce qui suggère que l’Angptl1 et 2 stimulent le processus 
d’angiogenèse.  
Une autre série d’expériences réalisées in vivo par le Dr Oike et ses collaborateurs va 
sensiblement dans la même direction. Ces auteurs ont généré deux types de souris 
transgéniques surexprimant les gènes de l’Angptl1 ou de l’Angptl2, où l'expression de 
ces protéines est sous le contrôle du promoteur K14 spécifique aux kératinocytes (Oike 
et al., 2004b). Chez les souris qui surexpriment l’Angptl2, mais pas l'Angptl1, on 
observe une augmentation du nombre de vaisseaux sanguins au niveau de la peau. 
L’Angplt2, mais pas l’Angptl1, apparaît donc comme un facteur pro-angiogénique (Oike 
et al., 2004b). En fait, les études publiées sur l’Angptl1 sont contradictoires puisqu’en 
2002 le Dr Dhanabal démontre que l’Angptl1 possède un profil anti-angiogénique en 
empêchant la formation de tumeurs chez la souris par l’inhibition des processus critiques 
reliés à l’angiogenèse tels que la migration, la prolifération et la formation de tubules 
par les CE (Dhanabal et al., 2002). Ainsi, selon le contexte, il a été proposé que 
l’Angptl1 puisse avoir des actions anti- ou pro-angiogéniques (Tableau II) (Dhanabal et 




Des données limitées concernant le rôle de l’Angptl3 dans le processus d’angiogenèse 
suggèrent que cette protéine stimule l’angiogenèse in vitro : elle produit la migration des 
CE de la veine ombilicale (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) et elle 
induit la formation de tubules lorsque les HUVEC sont cultivées sur une couche de 
matrice extracellulaire synthétique, une fonction qui semble être régulée par les 
intégrines !vß3 (Camenisch et al., 2002). Ces données supportent un rôle de l’Angptl3 
dans l’angiogénèse (Tableau II). De plus, l’Angptl3 a également comme effet 
d’augmenter la synthèse de VEGF (Song et al., 2009). Des études supplémentaires sont 
nécessaires pour déterminer si l’action pro-angiogénique de l’Angptl3 est un effet direct 
et propre, ou s’il est indirectement relié à l’effet pro-angiogénique du VEGF. Les 
propriétés pro-angiogéniques de l’Angptl3 ont été confirmées in vivo où elle déclenche 
la néo-angiogénèse de la cornée chez le rat, à des niveaux comparables à ceux induits 
par le VEGF (Camenisch et al., 2002).  
L’Angptl4 semble également exercer un rôle angiogénique (Tableau II): son expression 
est augmentée par plusieurs facteurs de croissance tels que le facteur de croissance 
transformant ß (transforming growth factor ß, TGFß) (Padua et al., 2008). De plus, dans 
un modèle d’angiogenèse in vitro, la protéine recombinante d’Angptl4 prolonge la 
survie et stimule la formation des tubules par les CE, un effet qui est indépendant du 
VEGF (Gealekman et al., 2008; Hermann et al., 2005). De même, l’expression 
d’Angptl4 a été associée à l’angiogenèse induite par l’expansion du tissu adipeux dans 
un modèle de souris obèses (Gealekman et al., 2008). Il a été proposé que l’Angptl4 est 
un des gènes cibles les plus sensibles à l’hypoxie (Gonzalez-Muniesa et al., 2011). En 
effet, l’hypoxie contrôle l’expression de l’Angptl4 en favorisant la stabilisation de son 
ARN et en déclenchant sa synthèse protéique, spécifiquement dans les régions 
hypoxiques (Le Jan et al., 2003). Finalement, l’Angptl4 étant induite par l’hypoxie, il a 
été confirmé qu’elle modifie l’environnement tumoral et stimule l’angiogenèse en 
faveur du cancer (Ma et al., 2010; Nakayama et al., 2011). 
Des résultats contradictoires suscitent cependant de la confusion concernant 
l’implication de l’Angplt4 dans l’angiogenèse (Tableau II) : certaines équipes ayant 
démontré qu’elle est anti-angiogénique. In vitro, l’ajout de la forme recombinante de 
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l’Angptl4 dans des CE en culture inhibe leur capacité migratoire, empêche leur pouvoir 
invasif et inhibe même la prolifération de ces cellules (Ito et al., 2003). In vivo, ces 
phénomènes s’accompagnent d’une suppression de la néovascularisation après perfusion 
d’Angptl4 dans la cornée des souris (Ito et al., 2003). La formation de tumeurs est aussi 
atténuée sous l’effet de l’Angptl4, une observation qui pourrait être due à l’inhibition de 
l’angiogenèse au sein de la zone tumorale (Ito et al., 2003). Récemment, l’équipe du Dr 
Yang (Yang et al., 2008) a proposé que la divergence des résultats obtenus, pro- versus 
anti-angiogéniques, est due à l’existence d’une forme tronquée circulante de l’Angptl4 
(au niveau carboxyterminal), suite à la protéolyse extracellulaire de la forme longue (Ge 
et al., 2004a; Mandard et al., 2006; Yin et al., 2009). Cette forme tronquée semble être 
capable d’exercer une fonction anti-angiogénique dans les CE (Yang et al., 2008). 
L’Angptl6 semble également exercer une fonction pro-angiogénique (Tableau II) car les 
souris surexprimant cette protéine au niveau de l'épiderme présentent une 
hypervascularisation de la peau, comparativement aux souris témoins (Oike et al., 
2004b). De plus, les souris qui surexpriment l’Angptl6 ont une prolifération accrue de 
kératinocytes, de cellules de l’épiderme et de cellules vasculaires qui les entourent (Oike 
et al., 2003). Cette fonction mitogénique de l’Angptl6 pourrait s'expliquer par son effet 
chimio-attractant qu’elle exerce sur les CE et qui conduirait à la néovascularisation 
(Okazaki et al., 2012). Il a aussi été démontré que l’Angptl6 stimule la migration, la 
propagation, ainsi que l’adhésion des CE in vitro (Zhang et al., 2006b). In vivo, dans un 
modèle murin d'ischémie au niveau des membres inférieurs, une injection intraveineuse 
d'Angptl6 recombinante dans les régions affectées augmente le flux sanguin via 
l’induction des mécanismes d’angiogenèse et d’artériogenèse (Urano et al., 2008). 
Malgré l’absence de données concernant un rôle potentiel de l’Angptl1, 5 ou 7 dans le 
processus de néoangiogenèse (Tableau II), l’ensemble des études mentionnées ci-dessus 
suggère que les Angptls sont globalement impliquées dans le mécanisme d’angiogenèse, 
dans un contexte pathologique tel que les maladies ischémiques. De ce fait, le 







1.3.2.2 Rôle des Angptls dans le métabolisme des lipides  
Plusieurs études décrivent un rôle de l’Angptl3, 4 et 6 dans le contrôle énergétique 
(Tableau II). En effet, l’Angptl3 et 4 régulent le métabolisme des lipides (Kadomatsu et 
al., 2011) et l’Angptl6 contrôle le bilan énergétique (Hato et al., 2008; Oike et al., 
2009b). La relation, si elle existe, entre les Angptl1, 5 et 7 et le métabolisme des lipides 
n’est pas connue (Tableau II). Le rôle de l’Angptl2 dans le métabolisme des lipides n’est 
de même pas connu, aucun variant génétique n’ayant encore été associé avec des 
désordres métaboliques chez l’Homme (Mattijssen et al., 2012). Les fonctions connues 
de l’Angpt2 sont détaillées au chapitre 1.4.  
L’Angptl4, le membre le plus étudié de sa famille, a originalement été référée comme 
étant induite dans les adipocytes lors du jeûne ; elle est aussi appelée le facteur induit 
par le jeûne ou fasting-induced adipocyte factor (Kersten et al., 2000), ce qui sous-
entend une implication dans les processus métaboliques. Cette protéine est 
majoritairement exprimée par les adipocytes et les hépatocytes, où elle est régulée 
positivement par les récepteurs stimulés par les activateurs de peroxysome (Peroxisome 
proliferator-activated receptors, PPAR) tels que les PPAR! dans le foie et les PPAR" 
dans le tissue adipeux (Mattijssen et al., 2012), ainsi que par leurs agonistes (par 
exemple la rosiglitazone, un puissant agoniste du PPAR") (Xu et al., 2005). L’Angptl4 a 
pour fonction d’inhiber l’activité de la lipoprotéine lipase (LPL), l’enzyme responsable 
de l’hydrolyse des triglycérides des lipoprotéines (HDL et LDL) (Yoshida et al., 2002). 
Etant donné que les PPAR et la LPL influencent directement le métabolisme des lipides, 
l’Angptl4, joue elle aussi un rôle non négligeable dans la régulation du profil lipidique, 
avec une implication pathologique potentielle.  
Les souris surexprimant Angptl4, avec une surexpression modérée de la protéine dans le 
muscle squelettique, le cœur et le tissu adipeux, présentent les phénotypes suivants : un 
faible poids corporel et un tissu adipeux moins important (réduction jusqu’à 50 %), une 
réduction du volume des adipocytes et une augmentation du niveau des acides gras 
libres dans la circulation (Mandard et al., 2006). Ces changements sont typiquement 
observés lors d’une masse adipeuse réduite chez l’Homme (Mandard et al., 2006). Dans 
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le même ordre d’idée, une autre étude montre que l’administration d’un adénovirus 
codant pour l’Angptl4 chez des souris témoins produit une hyperlipidémie accompagnée 
d’une stéatose hépatique résultante de l’accumulation des lipides (triglycérides) dans les 
hépatocytes (Xu et al., 2005). En revanche, les souris déficientes pour l’Angpl4 
présentent les phénotypes inverses : une hypotriglycéridémie et une activité accrue de la 
LPL (Koster et al., 2005). L’abondance de l’Angptl4 dans le tissu adipeux est associée à 
une stimulation de l’expression de la lipase des triglycérides (triglycéride lipase des 
adipocytes) qui cause directement la lipolyse dans le tissu adipeux, empêche ou réduit la 
synthèse de triglycérides et favorise l’oxydation des acides gras (Lichtenstein et al., 
2007). Dans le foie, la deuxième source majeure de l’Angptl4, sa surexpression 
déclenche les mêmes mécanismes (Figure 6) : une inhibition de l’activité de la lipase 
hépatique, l’enzyme responsable de la capture du cholestérol au niveau du foie, 
influençant ainsi le métabolisme du cholestérol (Lichtenstein et al., 2007). Il a été de 
plus prouvé que la surexpression de l’Angptl4 chez la souris accélère la vitesse de 
synthèse du cholestérol et empêche son stockage dans le foie par un mécanisme qui 
implique l’inhibition des deux lipases (la LPL et la lipase hépatique) (Lichtenstein et al., 
2007). Ces résultats prouvent que l’Angptl4 (circulante ou locale) agit comme 
communicateur inter-organe afin de moduler les taux de lipides dans le sang.  
 
Alors que l’Angptl4 inactive la LPL en dissociant irréversiblement ses dimères actifs en 
monomères solubles et non actifs, l’Angpl3, quant à elle, bloque l’activité de la LPL de 
façon réversible en interagissant avec le domaine catalytique (Shan et al., 2009). Tout 
comme pour l’Angpt4, l’Angptl3 conduit à une augmentation du niveau de triglycérides 
plasmatiques (Shan et al., 2009), et une mutation de perte de fonction déclenche une 
hypolipidémie chez la souris (Koishi et al., 2002). L’Angptl3, qui s’exprime en grande 
partie dans le foie chez l’Homme comme chez la souris (Conklin et al., 1999), 
déclenche la clairance des triglycérides et augmente le niveau des LDL dans le sang via 
l’inhibition de la LPL (Tableau II), un effet qui semble être additif à celui de l’Angptl4 
(Koster et al., 2005). Inversement, les souris Angptl3-/- ont un faible niveau de 




diète riche en gras (Fujimoto et al., 2006), ce qui indique l’importance de l’Angptl3 
dans la régulation de l’adipogenèse.  
Chez la souris surexprimant l'Angptl3, une inhibition de l’activité de la LPL résulte en 
une baisse du taux des acides gras libres (non estérifiés) plutôt qu’en une hausse 
(Shimamura et al., 2003), ce qui suggère que l’Angptl3 stimule en parallèle un 
mécanisme de lipolyse en se liant à un récepteur extracellulaire exprimé par le tissu 
adipeux (Kersten, 2005; Shimamura et al., 2003) (Figure 6). En plus d’avoir des 
fonctions similaires, les Angptl 3 et 4 possèdent des mécanismes de régulation 
moléculaires très homologues ; ces deux protéines sont détectées sous formes 
oligomériques dans la circulation et subissent un clivage protéolytique générant ainsi 
différentes formes (Kersten, 2005). Il est donc possible que l’impact physiopathologique 
et les mécanismes d’action des Angptl3 et 4 soient, du moins en partie, semblables.  
Malgré cette homologie, certaines fonctions sont propres à chaque Angptl (Hato et al., 
2008). En effet, l’Angptl3 est surtout régulée par le récepteur nucléaire X du foie (LXR, 
ou récepteur des oxystérols, liver X receptor) (Inaba et al., 2003), sans toutefois 
démontrer une sensibilité aux PPAR (Kersten, 2005). Le gène de l’Angptl3 est une cible 
directe du LXR par l’intermédiaire des éléments régulateurs de la transcription génique 
(LXRE, éléments de réponse au LXR, LRX response elements) qui se trouvent dans le 
promoteur de l’Angptl3 (Inaba et al., 2003). L’administration d’un agoniste du LXR, le 
TO901317, pendant deux jours, produit une nette élévation des triglycérides chez les 
souris normales, alors que les souris Angptl3-/- sont protégées contre les effets néfastes 
du TO901317, ce qui suggère que les effets hypertriglycéridémiques résultants de 
l’activation des LXR sont en réalité transmis par l’Angptl3. En plus de sa fonction 
comme inhibiteur de la LPL, il a été récemment rapporté que l’Angptl3 est capable de 
réguler l’activité de la lipase endothéliale (Shimamura et al., 2007). Cette dernière est 
spécifique pour sa capacité à hydrolyser les phospholipides des HDL et en inhibant cette 
activité, l’Angptl3 favorise une élévation des HDL circulants (Hato et al., 2008). De 
façon intéressante, chez l’Homme, une forte corrélation est présente entre le niveau de 
l’Angptl3 et le taux plasmatique de HDL-cholestérol mais pas avec celui de triglycérides 
(Shimamura et al., 2007), ce qui laisse croire que l’effet de l’Angptl3 sur l’inhibition de 
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la lipase endothéliale (métabolisme des HDL) domine celui de l’inhibition de la LPL 
(Hato et al., 2008). 
L’Angptl6, quant à elle, est un puissant facteur de croissance jouant un rôle dans le 
développement et la maturation du système vasculaire (Oike et al., 2004a). La 
génération de souris invalidées pour le gène Angptl6 (souris Angptl6-/-) s’est avérée 
difficile puisque 80 % des souris meurent de malformations au niveau du système 
cardiovasculaire (Oike et al., 2005b). Bien que la consommation de nourriture de ces 
souris Angptl6-/- semble normale, le phénotype métabolique des souris Angptl6-/- est 
atypique : il se caractérise par un stockage de gras dans les muscles et les hépatocytes, 
une hypercholestérolémie et une élévation du taux des acides gras circulants (Oike et al., 
2005b). Inversement, les souris chez qui l’Angptl6 est constitutivement exprimée à 
l’aide d’adénovirus sont minces et caractérisées par une réduction des dépôts de tissus 
adipeux par comparaison avec leurs homologues témoins (Oike et al., 2005b). De plus, 
contrairement à l’Angptl3 et 4, l’Angptl6 n’affecte en aucune manière les niveaux 
plasmatiques de triglycérides, démontrant que l’Angptl6 n’est pas un inhibiteur de la 
LPL (Kersten, 2005). 
 
1.3.2.3. Rôle des Angptls dans le métabolisme du glucose 
Outre leur rôle dans le métabolisme des lipides, les Angptls possèdent aussi un rôle dans 
la régulation de l’homéostasie du glucose. La surexpression de l’Angptl4 diminue le 
niveau de glucose chez la souris (db/db) (Xu et al., 2005). Les auteurs proposent un effet 
inhibiteur direct de l’Angptl4 sur la production du glucose hépatique comme mécanisme 
possible (Figure 6) (Xu et al., 2005). Le rôle modulateur exercé sur le foie a été 
confirmé dans des hépatocytes en culture où l’adénovirus surexprimant l’Angptl4 
entraîne une inhibition de la gluconéogenèse et une augmentation de la sensibilité à 
l’insuline (Koster et al., 2005).  
La littérature publiée au sujet de l’Angptl3 ne permet pas d’établir un lien avec 
l’homéostasie du glucose.  
L’Angptl6 semble avoir un effet sur le métabolisme du glucose (Figure 6) ; elle 




mécanistique, il a été démontré que l’Angptl6 produit un effet suppresseur de la voie de 
la gluconéogenèse dans le foie, et de façon moins claire dans le tissu adipeux, via 
l’activation de la voie PI3K/Akt, menant ainsi à l’inhibition de l’expression de l’enzyme 
clé dans la voie de gluconéogenèse, la glucose-6-phosphatase (Kadomatsu et al., 2011) 
(Figure 6).  
Les fonctions connues de l’Angptl2 sur le métabolisme du glucose sont détaillées au 
chapitre 1.4.  
Pour résumer, nous avons regroupé les différentes données concernant les effets 















ANGPTL2 is a key mediator of chronic adipose tissue in-
flammation and obesity-related systemic insulin resistance. 
It is primarily secreted by adipose tissue. Increased circu-
lating ANGPTL2 levels are closely related to adiposity, in-
flammation and systemic insulin resistance [1]. ANGPTL2-
treated mice show decrease in plasma glucose, insulin, 
triglyceride (TG) and fatty acid (FA) levels and an increase 
in plasma adiponectin, a therapeutic regulator of insulin 
resistance, leading to improvements in glucose tolerance. 
ANGPTL2 is therfore an anti-diabetic factor that enhances 
insulin sensitivity in adipocytes [2].
The importance of ANGPTL3 (Angiopoietin-5; ANG5) for 
lipid metabolism was first indicated by the genetic analy-
sis of a mutant strain of obese mice with low plasma lipid 
levels. Administration of recombinant ANGPTL3 to 
ANGPTL3-deficient as well as wild type mice increased the 
plasma levels of non-esterified fatty acid (NEFA), triacyl- 
glycerol (TG) and cholesterol [3]. ANGPTL3 decreases 
very-low-density-lipoprotein (VLDL)-TG clearance by in-
hibiting lipoprotein lipase (LPL) [4], but has also been 
shown to activate lipolysis upon direct binding to adi-
pocytes [5]. ANGPTL3 suppresses endothelial lipase (EL) 
thereby regulating high-density lipoprotein (HDL) [6]. It 
is proteolytically cleaved by proprotein convertases to a 
N-terminal and C-terminal ANGPTL3 fragment [7,8]. 
Cleavage appears to be important for activating 
ANGPTL3 in vivo [7]. nANGPTL3 and full length ANGPTL3 
are equally effective towards inhibiting LPL activity in vitro 
[7]. nANGPTL3 is a more effective EL inhibitor compared 
to full length ANGPTL3 [8]. The SE1 region of ANGPTL3 
and ANGPTL4 functions as a domain, important for bind-
ing LPL and inhibiting its activity in vitro and in vivo [9]. 
ANGPTL3 levels are inversely correlated with VLDL- and 
IDL-cholesterol levels, and positively with HDL cholesterol. 
ANGPTL3 levels in hemodialysis patients are consistent-
ly associated with the major components of uremic dys-
lipidemia  [10]. Significant correlations have been report-
ed with systolic blood pressure, plasma LDL and plasma 
A-FABP [11]. Carotic artery intima-media thickness [12] and 
TL3 levels were elevated in patients with more severe forms 
of nonalcoholic steatohepatitis (NAFLD), which could be 
associated with insulin resistance [13].
ANGPTL4 (Hepatic fibrinogen/angiopoietin-related pro-
tein; HFARP [14]; Peroxisome proliferator-activated re-
ceptor J angiopoietin-related gene (PGAR) [15]; Fasting- 
induced adipose factor (FIAF) [16]) is a novel peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR)J target gene in-
volved in the regulation of metabolism. ANGPTL4 inhi- 
bits lipoprotein lipase (LPL) and decreases plasma trigly- 
cerides [17-19], st mulates adipose tissue lipolysis [20] and 
improves lipid metabolism including insulin sensitivity [21]. 
ANGPTL4 decreases hepatic glucose production and en-
hances insulin-mediated inhibition of gluconeogenesis 
[19]. It is proteolytically cleaved by proprotein convertases 
to a N-terminal and C-terminal ANGPTL4 fragment [22]. 
ANGPTL4 undergoes oligomerization within the cells [23, 
24]. Once secreted, ANGPTL4 interacts with the extracel-
lular matrix through HSPG [25]. The SE1 region of the N-
terminal coiled-coil domain of ANGPTL4 is crucial for the 



























FIGURE: Schematic diagram showing potential roles of ANGPTL2 and ANGPTL6 in obesity and related meta-
bolic diseases. The expression of ANGPTL2 and ANGPTL6 is induced in obese conditions. ANGPTL2 induces 
chronic adipose tissue inflammation and systemic insulin resistance through the induction of vascular inflam-
mation and monocyte migration. ANGPTL6 antagonizes obesity and insulin resistance through the enhance-























FIGURE: Role of ANGPTL3 and ANGPTL4 in regulating metabolic homeostasis. 
ANGPTL3 derived from liver directly targets adipose cells, inhibits LPL activity and 
activates lipolysis. ANGPTL4 affects lipid metabolism by inhibiting LPL activity and 
stimulating lipolysis and glucose metabolism by suppressing basal glucose output and 
gluconeogenesis and by enhancing the sensitivity of insulin in liver. Adapted from Y. 
Oike, et al.; TIMM 11, 473 (2005). 
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Figure 6 Les Angptl3, 4 et 6 sont de puissants signaux pour le tissu adipeux et le foie.  
L’Angpt3 dérivée du foie produit un effet délétère sur les adipocytes en 
inhibant l’activité de la LPL et en favorisant la lipolyse, conduisant ainsi à une 
augmentation du cholestérol, des acides gras libres (FFA), des triglycérides (TG) et des 
LDL. L’Angptl4 contrôle le métabolisme des lipides et l’homéostasie du glucose : elle 
inhibe la LPL et la lipase hépatique (LH), favorisant ainsi la capture et la synthèse du 
cholestérol, elle stimule le métabolisme du glucose via la diminution de la sensibilité 
hépatique à l’insuline et l’inhibition de la sécrétion du glucose. Dans le tissu adipeux, 
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l’Angptl4 active l’adipocyte triglyceride lipase (ATGL), l’oxydation des acides gras 
libres et empêche la formation de triglycérides, en faveur de l’usage énergétique. 
L’Angptl6 joue un rôle bénéfique dans l’homéostasie du glucose par le foie : elle 
améliore la sensibilité à l’insuline, bloque la production de glucose-6-phosphate (G6P) 
et par conséquent, la synthèse du glucose (gluconéogenèse).  
 
 
Le concept des désordres métaboliques étant étroitement lié au développement des 
maladies cardiovasculaires, l’identification des Angptls comme des molécules 
potentiellement impliquées dans le métabolisme des lipides et du glucose est d’une 
haute importance. Les données présentées dans cette section suggèrent un impact non 
négligeable des Angptl3, 4 et 6 dans le maintien ou le déplacement de l’équilibre 
métabolique et, par conséquence, un rôle physio-pathologique.  
 
1.3.3. L’impact des fonctions métaboliques des Angptls sur les 
facteurs de risque des maladies cardiovasculaires  
 1.3.3.1. La dyslipidémie 
Plusieurs études décrivent un rôle potentiel de l’Angptl3 et 4 dans la dyslipidémie chez 
la souris (Inukai et al., 2004; Koishi et al., 2002; Lee et al., 2009); ce phénomène est 
moins bien caractérisé chez l’humain (Pisciotta et al., 2012; Shoji et al., 2009). 
Concernant l’Angptl6, peu de données ont été publiées à ce sujet : deux études 
concernant des variants génétiques de l’Angptl6 ont été effectuées chez l’Homme, mais 
elles n’indiquent pas l’impact des différents polymorphismes sur la dyslipidémie (Legry 
et al., 2009; Romeo et al., 2009).  
 La première étude qui visait à déterminer le rôle des Angptls dans la dyslipidémie, chez 
la souris, a montré qu’une injection intraveineuse de l’adénovirus dans le but de 
surexprimer les protéines Angptl3 ou 4, entraîne un profil lipidique typique de la 
dyslipidémie : une élévation des triglycérides et du cholestérol dans le sang de la souris 
(Shimizugawa et al., 2002). De plus, cette même étude a démontré qu’une délétion de 




par une insulinorésistance (Shimizugawa et al., 2002). Ces études ont prouvé que les 
effets marqués de l’Angptl3/4 sur le niveau de triglycérides (après une longue période 
de jeûne) pourraient résulter de l’inhibition de la clairance des VLDL-TG (suite à 
l’inhibition de LPL), plutôt que de la stimulation de la synthèse hépatique de VLDL 
(Ando et al., 2003), sans toutefois démontrer un effet direct des Angptl 3/4 dans la 
dyslipidémie. Quelques années plus tard, il a été rapporté qu’une injection de l’anticorps 
spécifique contre l’Angptl3 diminue le niveau de triglycérides et améliore l’état 
pathologique des souris dyslipidémiques (ApoE-/-) (Desai et al., 2007). Un traitement de 
8 semaines de ces souris dyslipidémiques (ApoE-/-) avec un composé dérivé du 
xanthone, un antioxydant connu pour diminuer le niveau circulant de l’Angptl3, 
améliore significativement le profil lipidique en baissant le niveau des LDL et de 
triglycérides dans le plasma et en augmentant le niveau de HDL (Xiao et al., 2008). 
Cette amélioration est reliée à une diminution de l’expression de l’Angptl3, et à une 
augmentation de l’expression de la LPL (Xiao et al., 2008). L’Angptl3 pourrait donc 
être un médiateur de la régulation de la lipidémie, comme c’est le cas de l’Angptl4, et de 
ce fait pourrait jouer un rôle dans la dyslipidémie (Hato et al., 2008). 
Chez l’humain et dans une étude récente, l’équipe du Dr Pisciotta rapporte que des 
mutations récessives sur l’allèle du gène codant pour l'Angptl3, causant la perte totale de 
la fonction de cette protéine, sont associées à une décélération de l’efflux du cholestérol 
et à une hypolipidémie chez ces sujets avec une réduction du niveau plasmatique des 
lipoprotéines LDL, HDL et des triglyérides (Pisciotta et al., 2012). En se basant sur ces 
données, on peut conclure que l’Angptl3 contrôle potentiellement la dyslipidémie par un 
mécanisme qui empêche la clairance des triglycérides et augmente le niveau des LDL 
dans le sang via l’inhibition de la LPL. 
De façon similaire à l’Angptl3, une mutation génétique de perte de fonction (mutation 
E40K) dans le gène de l’Angptl4 chez l’Homme est associée à une diminution du taux 
de triglycérides et à une augmentation de la concentration en HDL-cholestérol (Romeo 
et al., 2007; Romeo et al., 2009). Ce profil lipidémique diminue le risque de développer 
des maladies cardiovasculaires coronariennes telles que l’athérosclérose (Folsom et al., 
2008). L’impact de la mutation dans le gène codant pour l’Angptl4 sur le niveau 
circulant de triglycérides a été confirmé par plusieurs autres études (Nettleton et al., 
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2009; Talmud et al., 2008). Un autre variant génétique (mutation T266M) a aussi été 
identifié comme étant associé à un faible niveau de triglycérides (Staiger et al., 2008). 
Cependant, dans ces études d’association génétique, il n’est pas clair si les sujets 
porteurs de la mutation E40K ont été exclus de l’analyse (Staiger et al., 2008). De 
manière intéressante, la mutation T266M résulte en une augmentation de l’Angptl4 
plasmatique ; comment la mutation génétique affecte-t-elle le niveau de triglycérides 
alors que le niveau plasmatique d’Angptl4 n’a pas d’influence directe sur les 
triglycérides? (Mattijssen et al., 2012). Jusqu’à présent, il n’y a pas de réponse à cette 
question. 
L’ensemble des données de la littérature concernant les effets des différentes Angptls 
suggèrent que certains membres de cette famille, comme l’Angptl3/4 et potentiellement 
l’Angptl6, sont impliqués dans l’altération des bilans lipidiques et participent activement 
au développement de la dyslipidémie. De ce fait, ces protéines peuvent être considérées 
comme des candidats ou des cibles pour le traitement des maladies cardiovasculaires 
associées à la dyslipidémie (Kadomatsu et al., 2011). 
 
1.3.3.2. Le diabète et l’obésité  
Outre leur rôle dans le métabolisme des lipides, certaines Angptls sont impliquées dans 
la régulation de l’homéostasie du glucose et pourraient donc contribuer aux processus du 
diabète et /ou de l’obésité. 
L’Angptl4, aussi considérée comme une adipokine (Xu et al., 2005), est une des Angptls 
potentiellement impliquées dans l’homéostasie du glucose (section 1.3.2.3.). Toutefois, 
un effet direct de l’Angptl4 dans la régulation du diabète et/ou de l’obésité n’a pas 
encore été établi. Les souris ob/ob et db/db (obèses et diabétiques) ont un taux élevé 
d’Angptl4 plasmatique (Ge et al., 2004b). En 2005, Xu et al. montrent que l’injection 
d’adénovirus surexprimant l’Angptl4 chez les souris db/db entraîne une diminution de la 
glycémie et une augmentation de la tolérance au glucose (Xu et al., 2005). Par contre, 
l’étude de délétion du gène spécifique à l’Angptl4 (souris Angptl4-/-) ne démontre 
aucune influence de l’Angptl4 sur le niveau du glucose chez les souris soumises à une 




préférentiellement dans le cas où les niveaux circulants en glucose sanguin dépassent les 
taux physiologiques.  
Les résultats de la littérature concernant les effets de l’Angptl4 sur le métabolisme du 
glucose ne sont pas tous constants. En effet, Mandard et ses collaborateurs ont démontré 
que la surexpression générale de l’Angptl4 chez la souris entraîne une augmentation de 
la glycémie et que, de plus, combinée à une régime alimentaire riche en graisse, la 
surexpression d’Angptl4 amplifie les effets délétères de ce régime sur la tolérance au 
glucose (Mandard et al., 2006; Zhu et al., 2012). Les auteurs rapportent une résistance à 
l’insuline au niveau périphérique mais une amélioration au niveau hépatique (Mandard 
et al., 2006). Finalement, il a été rapporté que le niveau circulant d’Angptl4 dans le 
plasma de patients diabétiques et obèses est significativement plus faible en 
comparaison avec les patients obèses mais non-diabétiques (Xu et al., 2005). Ces 
résultats suggèrent que l’Angptl4 est un joueur actif dans la régulation de la glycémie, la 
sensibilité à l’insuline et l’obésité, mais ils restent à confirmer. 
En ce qui concerne l’Angptl3, son implication dans le diabète et l’obésité n’est pas 
encore bien décrite. Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre l’Angptl3 et 
l’index de masse corporelle, l’âge, l’insuline et le taux de glucose à jeun (Miida et al., 
2010). Chez la souris diabétique, l’Angptl3 augmente de 2,5 fois dans le foie, une 
réponse qui pourrait être renversée suite à l’administration d’insuline (Inukai et al., 
2004). Cet effet de l’Angptl3 est amplifié de trois fois si l’obésité est accompagnée par 
un diabète de type 2 (souris db/db), suggérant un rôle de l’Angptl3 dans le diabète, mais 
le mécanisme impliqué n’est pas encore clarifié (figure 6). 
L'Angptl6 semble avoir des propriétés bénéfiques puisqu’elle permet de contrecarrer 
l’obésité et d’améliorer la sensibilité à l’insuline (facteur anti-diabétique) (Kadomatsu et 
al., 2011; Oike et al., 2009b). Ces fonctions ont été mises en évidence pour la première 
fois en utilisant des modèles de souris transgéniques KO (souris Angptl6-/-) ou qui 
surexpriment l’Angtl6. En effet, les souris Angptl6-/- présentent une obésité 
significativement accrue comparativement aux souris sauvages, une hyperinsulinémie et 
une intolérance au glucose (Oike et al., 2005b). Au contraire, les souris qui surexpriment 
l'Angptl6 ont une meilleure sensibilité à l’insuline et elles sont relativement plus minces 
(Kadomatsu et al., 2011; Oike et al., 2005b). De même, la surexpression d’Angptl6 dans 
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des tissus spécifiques (par exemple les kératinocytes ou dans les hépatocytes), provoque 
une élévation de son niveau circulant qui semble être suffisant pour exercer ses effets 
endocrines aboutissant à des phénotypes semblables à ceux observés chez les souris 
transgéniques surexprimant l'Angptl6 (Kadomatsu et al., 2011). Enfin, chez une souris 
normale soumise à une diète hyperlipidique, la surexpression d’Angptl6 semble être 
protectrice contre le surpoids, l’obésité et la résistance à l’insuline induits par cette 
alimentation (Kadomatsu et al., 2011; Oike et al., 2005a). Ces travaux suggèrent que 
l’Angptl6 agit comme un facteur antidiabétique, prévenant l’obésité et favorisant une 
meilleure sensibilité à l’insuline chez la souris. 
Chez l’humain, la seule étude publiée par le Dr Ebert présente des résultats inattendus et 
surprenants : les sujets obèses ou diabétiques possèdent des niveaux circulants plus 
élevés d’Angptl6 comparativement à ceux de sujets non-diabétiques (Ebert et al., 2009). 
Ces données, contraires à celles observées chez la souris, ont été interprétées par le Dr 
Kadomatsu qui propose que le niveau circulant d’Angptl6 n’est pas un facteur unique et 
suffisant pour renverser l’obésité (Kadomatsu et al., 2011). D’autres études sont 
nécessaires pour pouvoir expliquer et comprendre les mécanismes impliqués dans le 
contrôle de ces effets.  
 
1.3.3.3. L’athérosclérose 
À la lumière des résultats présentés ci-haut, il est clair que les Angptls régulent le 
métabolisme énergétique, ont un impact direct sur la dyslipidémie, le diabète et l’obésité 
et ont un contrôle direct sur le processus d’angiogenèse (effets anti- ou pro-
angiogéniques). Bien que ces propriétés des Angptls suggèrent leur contribution dans le 
processus d’athérosclérose, les données de la littérature concernant les fonctions pro-
athérogéniques des Angptls sont très limitées.  
Chez la souris ApoE-/-, une réduction du niveau d’Angptl3 suite à une mutation 
récessive de son gène codant, protège contre le développement de l’athérosclérose 
(Ando et al., 2003). Cette étude a été confirmée chez l’Homme, sans toutefois clarifier 
le mécanisme précis du rôle joué par l’Angptl3 dans le processus 




quantitatif a permis d’identifier chez la souris quelques gènes candidats sur le 
chromosome 4 dont l’Angptl3 (Korstanje et al., 2004). Un polymorphisme d’un seul 
nucléotide (SNP, single-nucleotide polymorphism) dans ces gènes est significativement 
relié avec la susceptibilité de développer l’athérosclérose chez l’Homme (Korstanje et 
al., 2004). Deux SNP ont été identifiés au niveau du promoteur du gène de l’Angptl3; 
une association positive a été mise en évidence entre le génotype observé et la taille de 
la lésion athéromateuse (Korstanje et al., 2004; Miida et al., 2010). Quelques années 
plus tard, une autre étude basée sur le suivi de volontaires sains (381 personnes) dévoile 
le lien entre le niveau de facteurs de risque, incluant l’Angptl3 circulant plasmatique, 
l’âge, la pression sanguine, le glucose plasmatique et les niveaux lipidiques et 
l’épaississement des parois des artères carotides et fémorales (Hatsuda et al., 2007). Il 
existe une association positive entre l’Angptl3 plasmatique et l’hypertrophie vasculaire 
(le remodelage athérogénique), et ce indépendamment des niveaux de triglycérides et de 
cholestérol totaux (Hatsuda et al., 2007). L’ensemble de ces travaux suggère que 
l’Angptl3 contribue à l’athérosclérose chez l’humain.  
Le niveau plasmatique de l’Angptl4 est similaire chez des patients 
hypercholestérolémiques ou souffrant de syndromes métaboliques (Stejskal et al., 2008). 
Les études d’association sur les variants génétiques du gène de l’Angptl4 et les maladies 
cardiovasculaires ne reflètent pas nécessairement une susceptibilité accrue de 
développement de l’athérosclérose chez les porteurs de polymorphismes nucléotidiques 
(Miida et al., 2010). Les études publiées suggèrent que ces sujets sont moins à risque de 
développer les maladies cardiovasculaires (Folsom et al., 2008), plus à risque (Talmud 
et al., 2008) ou sans lien avec les maladies coronaires (Smart-Halajko et al., 2010). Une 
délétion génétique du gène de l’Angtl4 chez la souris athérosclérotique ApoE-/- 
(Angptl4-/-/ApoE-/-) protège contre le développement et l’expansion de la plaque 
athéromateuse (réduction de 75 % de la taille de plaque comparativement aux souris 
ApoE-/-) (Adachi et al., 2009). L’absence d’Angptl4 (Angptl4-/-) est suffisante pour 
supprimer l’habilité des macrophages à se transformer en cellules spumeuses (Adachi et 
al., 2009). De plus, les auteurs de cette étude démontrent que les macrophages isolés des 
souris Angptl4-/- possèdent une faible capacité de synthèse des esters de cholestérol, 
suggérant un rôle pro-athérogénique de l’Angptl4. 
 86 
Il faut cependant être très prudent dans l’interprétation des données : les effets observés 
avec les Angptl3/4 sur le développement de l’athérosclérose sont-ils directs ? dus à leur 
rôle dans le métabolisme des lipoprotéines (section 1.3.2.2) et/ou leur rôle dans 
l’angiogenèse (section 1.3.2.1)? Ou via d’autres fonctions ?  
Puisque des niveaux élevés de triglycérides et de cholestérol sont associés à 
l’athérosclérose et que les Angptl3 et 4 régulent directement les niveaux circulants de 
ces composés, l’explication la plus acceptable serait que l’implication des Angptl3 et 4 
dans le développement de l'athérosclérose est liée à leurs effets sur le métabolisme des 
lipoprotéines (Olivecrona et al., 2010). Cependant, aucune preuve directe n’a encore été 
mise en évidence.  
Pris dans leur ensemble, ces données suggèrent que l'Angptl3 et 4 pourraient être les 
cibles de médicaments hypo-lipidémiants. Une inhibition des Angptl3/4 pourrait 
empêcher l'accumulation des lipoprotéines athérogéniques en augmentant leur 
catabolisme et la clairance des triglycérides, et protéger contre le développement de 
l’athérosclérose. 
 
1.4. L’angiopoiétine-like 2 (Angptl2) 
Outre son rôle pro-angiogénique (Kim et al., 1999b; Tabata et al., 2009), l’Angptl2 est 
un médiateur clé de l’inflammation chronique (Aoi et al., 2011; Endo et al., 2012; Ogata 
et al., 2012; Okada et al., 2010; Tabata et al., 2009; Tazume et al., 2012). Sa fonction 
pro-inflammatoire explique sa participation dans les maladies cardiovasculaires 
(Kadomatsu et al., 2011; Kubota et al., 2005b; Oike et al., 2005b; Oike et al., 2009b), le 
cancer (Aoi et al., 2011; Endo et al., 2012; Kikuchi et al., 2008), l’arthrite rhumatoïde 
(Okada et al., 2010) et la dermatomyosite (Ogata et al., 2012). L’implication potentielle 
de l’Angptl2 dans le processus d’athérogenèse est encore peu étudiée. Dans ce chapitre, 






1.4.1. Structure primaire et profil d’expression de l’Angptl2 
La structure primaire de l’Angptl2 (493 a. a.) (Figure 5) (Kim et al., 1999b) ainsi qu’une 
proposition de sa structure secondaire (Figure 7) montrent les deux domaines typiques 
de cette famille de protéines: en N terminal se trouve un domaine hélice-alpha (coiled-
coil) (entre les a.a. 1 et 310) et dans la région C terminale se trouve un domaine 
d’homologie au fibrinogène (entre les a.a. 311 et 493). La nature hautement hydrophobe 
de la région en N terminal représente une structure typique pour un peptide signal, ce 
qui a permis d’identifier un site de clivage situé entre les a.a. 21 et 22, signifiant que 
l’Angptl2 est une protéine sécrétée (Kim et al., 1999b) que l'on peut doser dans la 
circulation sanguine (Tabata et al., 2009). Comme c’est le cas pour les angiopoiétines et 
les autres Angptls, il a été proposé que le domaine hélice-alpha de l’Angptl2 forme des 
structures circulaires favorisant des dimères et/ou des oligomères de taille variable 
(Broxmeyer et al., 2012). Quant au domaine d’homologie au fibrinogène de la région C 
terminale, il pourrait potentiellement être impliqué dans la fixation de l’Angptl2 à son 
récepteur (Kubota et al., 2005b; Oike et al., 2004b).  
La glycosylation est une modification post-traductionnelle qui prend place à la surface 
de la membrane du réticulum endoplasmique dans la cellule. Il s’agit d’une modification 
indispensable pour toutes les protéines sécrétées (Weerapana et al., 2006). Or, in vitro, 
la transfection de cellules humaines avec les cDNA codant les différents isoformes des 
Angptls permet de détecter ces protéines dans le milieu de culture cellulaire (Ito et al., 
2003; Kim et al., 1999b; Oike et al., 2004a). De même, les isoformes 2, 3, 4, 6 et 7 sont 
présents dans la circulation sanguine (Kim et al., 2000; Oike et al., 2005a; Shimizugawa 
et al., 2002; Tabata et al., 2009), suggérant que ces protéines sont potentiellement 
glycosylées. Différentes équipes ont étudié la glycolysation de l’Angptl2 (Kim et al., 
1999b; Zhang et al., 2006a), l’Angptl3 (Conklin et al., 1999; Schjoldager et al., 2010), 
l’Angptl4 (Ge et al., 2004a; Kim et al., 2000) et l’Angptl7 (Kuchtey et al., 2008). En ce 
qui concerne l’Angptl2, Kim et ses collaborateurs ont été les premiers à démontrer que 
cette protéine est glycosylée (Kim et al., 1999b). En effet, l’analyse de la protéine 
sécrétée dans le milieu de culture de cellules transfectées avec le cDNA de l’Angptl2, 
indique qu’elle possède un poids moléculaire apparent de 64 kDa, plus élevé que celui 
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déduit de la séquence primaire de 57 kDa; une incubation adéquate avec la glycosylase 
résulte en une seule bande correspondante à la taille théorique de la protéine (Kim et al., 
1999b). De plus, la synthèse de l’Angptl2 chez la bactérie, un organisme dépourvu de la 
machinerie responsable de la maturation post-transcriptionnelle des protéines chez les 
mammifères, produit à une protéine de 57 kDa, non glycosylée (Zhang et al., 2006a). 
Cependant, l’impact de cette glycosylation sur l’activité et la stabilité de l’Angptl2 n’est 
pas encore connu.  
Il existe une forte similitude de structure primaire entre les espèces, ainsi l’Angptl2 de la 
souris est homologue à 95% à celle de l’humain (Kim et al., 1999b). En revanche, dans 
une même espèce le profil d’expression spatial de l’Angptl2 varie remarquablement 
entre les différents organes. L'Angptl2 semble être exprimée majoritairement dans le 
tissu adipeux, mais elle est aussi présente dans le cœur, le foie, l’estomac, les muscles 
squelettiques et en quantité moindre dans le foie, la rate et le cerveau (Kim et al., 1999b; 
Kitazawa et al., 2011; Tabata et al., 2009). Dans un même organe, l’expression de 
l’Angptl2 est cellule spécifique : nous (Farhat et al., 2013), et d’autres (Kim et al., 
1999a), avons démontré qu’au niveau du système vasculaire, l’Angptl2 est exprimée par 
les CE mais pas par les CML. Ces résultats suggèrent que l’expression de l’Angptl2 
obéit à un très haut niveau de contrôle et questionnent la spécificité du récepteur 
responsable des fonctions de l’Angptl2 . 
 
Dhanabal et al (2005).Biochem Biophys Res Commun; 333(2):308-15. 
in angioarrestin [53]. The modular structure for Ang 1
and Ang 2 contains a COOH-terminal (FD) that confers
a receptor-binding function. A central coiled-coil do-
main was shown to facilitate dimerization of the FD
[53]. The overall structure of angiopoietin was shown
to be mediated through the NH2-terminal N domain
Fig. 1. Schematic protein structure of angioarrestin/ARP 1 as compared to ARP 2, Ang 1, Ang 2, and Ang 4. The putative signal sequence (S, orange
square) for protein secretion was determined by the PSORT computer program. N domain (purple oval) prediction is based on structural homology
to angiopoietin family members. Two coiled-coil domains (green coils) predicted by Coil-scan analysis program are designated as CC1 and CC2. FD
(blue rectangle) denotes fibrinogen-like domain. The cysteines present in the FD of angiopoietin and angiopoietin-related proteins are highlighted
with asterisks.
Table 1
Summary of human angiopoietin and angiopoietin-related family members with their related biological function
Gene Full name Receptor Function References
Ang 1 Angiopoietin 1 Tie 2 Tie 2 agonist [7,11]
Ang 2 Angiopoietin 2 Tie 2 Tie 2 antagonist [10]
Ang 4 Angiopoietin 4 Tie 2 Tie 2 agonist [12]
AngXI/ Angiopoietin XI/ Unknown [12]
CDT 6 Cornea-derived transc ipt 6 Anti-angiogenic [41–43]
HFARP/ Hepatic fibrinogen/ Unknown Survival factor [44]
ANGPTL 4 Angiopoietin-related protein [50]
ARP 1/ Angiopoietin-related protein 1/ Unknown Endothelial sprouting [45]
Angioarrestin Angioarrestin Anti-angiogenic [46]
ARP 2 Angiopoietin-related protein 2 Unknown Endothelial sprouting [47]
ANGPTL 3 Angiopoietin-like protein 3 Unknown Migration and adhesion [48,49]
ANGPTL 5 Angiopoietin-like protein 5 Unknown Unknown [51]
Table 2
Percent amino acid homologies of angiopoietin and related family members




ARP 2 ANGPTL 3 ANGPTL 5
Ang 1 100 62 45 37 32 32 30 36 33
Ang 2 100 47 38 34 31 31 35 30
Ang 4 100 37 35 29 32 33 30
AngX/CDT6 100 35 45 45 38 52
HFARP/ANGPTL 4 100 34 39 42 32
ARP 1/Angioarrestin 100 59 35 33
ARP 2 100 31 32
ANGPTL 3 100 28
ANGPTL 5 100
Data were generated by BlastP analysis.
M. Dhanabal et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 333 (2005) 308–315 311
NT  CT  Coiled-coil domains !"#$"%&'(%!)"*(+,&-."%"
 




Le domaine hydrophobe (peptide signal, en rose), le domaine coiled-coil (en vert), le 
domaine d’homologie au fibrinogène (en bleu) en C terminal (CT). Cette protéine est 
dérivée d’un gène localisé sur le chromosome 9. 
Réimprimé de Biochem Bophys Res Commun,141/3, Mohanrai Dhanabal, Michael 
Jeffers, William J. LaRochelle, Henri S. Lichenstein, Angioarrestin: A unique 
angiopoietin-related protein with anti-angiogenic properties. 308-315, Copyright (2005), 
avec la permission de Elsevier. 
 
1.4.2. Que connaît-on des récepteurs potentiels de l’Angptl2 ?  
Des recherches ont été menées afin d’identifier le récepteur commun aux différents 
membres des Angptls (Tabata et al., 2009; Zheng et al., 2012b). Il a été proposé que 
l’Angptl3 et 4 sont capables d’interagir avec les intégrines de la matrice extracellulaire : 
les sites de liaisons se trouvent dans le domaine coiled-coil pour l’Angptl4 (Chomel et 
al., 2009) et dans le domaine d’homologie au fibrinogène dans le cas de l’Angptl3 
(Camenisch et al., 2002).  
Récemment, il a été proposé que l’Angptl2 soit un ligand de différentes intégrines via 
son domaine d’homologie au fibrinogène (Tabata et al., 2009). Dans leur étude, le Dr 
Tabata et al. proposent que les intégrines et plus spécifiquement l’intégrine !5ß1, 
confèrent à l’Angptl2 sa capacité de déclencher la cascade d’inflammation au niveau des 
CE vasculaires (Tabata et al., 2009). Finalement, les auteurs proposent que les intégrines 
(type !4ß2) soient les récepteurs responsables de l’activité chimio-attractante attribuée à 
l’Angptl2 au niveau des monocytes/macrophages (Tabata et al., 2009). De part son 
domaine d’homologie au fibrinogène, il a aussi été proposé que l'Angptl2 soit un ligand 
des récepteurs Toll-like (TLR, Toll-like receptor) puisque le fibrinogène est un ligand 
endogène et que ces récepteurs sont impliqués dans les maladies inflammatoires 
chroniques (Kadomatsu et al., 2011; Tabata et al., 2009). Cette hypothèse reste à être 
validée.  
De façon fort intéressante, l’équipe du Dr Zheng découvre en 2012 un nouveau 
récepteur pour les Angptls, un récepteur inhibiteur des fonctions effectrices des cellules 
du système immunitaire, le récepteur d’homologie à l’immunoglobuline de type B2 
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(LILRB2, leukocyte immunoglobulin-like receptor B2) humain et son prototype chez la 
souris, le PIRB (paired immunoglobulin-like receptor) (Zheng et al., 2012b). L’analyse 
par cytométrie de flux (FACS) montre que les Angptls et en particulier l’Angptl2 et 5 
sont capables de se lier aux cellules HEK 293 transfectées avec le cDNA du récepteur 
LILRB2. Ces résultats ont été confirmés par co-immunoprécipitation in vitro, par 
l’utilisation d’ARN interférent (SiRNA) et dans un modèle de souris KO pour PIRB 
(Zheng et al., 2012b). Les cellules immunitaires expriment deux types de récepteurs à 
leur surface: activateurs (tels que les Toll-like récepteurs) ou inhibiteurs (tels que les 
LILRB2). Ainsi, l’intégration de multiples signaux activateurs et inhibiteurs dicte 
l’activité cytotoxique des cellules immunitaires (Colonna et al., 1999). Zheng et ses 
collaborateurs proposent un rôle des Angptls dans le développement des leucémies 
aiguës myéloïdes suite à leurs interactions avec les récepteurs LILRB2 (ou le PIRB), ce 
qui supprime la différenciation et l’activation des cellules immunitaires, tout en assurant 
l’auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques (CSH) (Zheng et al., 
2012b). 
Ces données rejettent-elles l’hypothèse proposée par le Dr Tabata selon laquelle le 
récepteur activateur des cellules immunitaires, le Toll like récepteur, est un des 
récepteurs potentiels pour l’Angptl2 ? Des études supplémentaires sont nécessaires afin 
de répondre à ces questions.  
 
1.4.3. Les différentes fonctions identifiées de l’Angptl2 
En se basant sur les études qui prouvent que l’Angptl2 est une protéine plasmatique qui 
peut agir de façon paracrine; son patron d’expression est quasi-ubiquitaire dans les 
différents organes; en situation physiologique, l’Angptl2 est un facteur de survie pour 
les CSH, alors qu’en conditions pathologiques inflammatoires l’Angptl2 est exprimée 
spécifiquement dans les organes affectés (voir les sections 1.4.3.2- 1.4.3.6.), on peut 
émettre l’hypothèse que l’Angptl2 possède des fonctions clés dans le maintien de l’état 
physiologique et qu’une variation chronique de son niveau d’expression est à la base du 





1.4.3.1. L’Angptl2 est impliquée dans l’angiogenèse 
La majorité des protéines membres de la famille des angiopoiétines est associée à 
l’angiogenèse vasculaire (Hato et al., 2008; Oike et al., 2004b) (Tableau II). L’Angptl2, 
induit la germination des CE in vitro de façon autocrine (Kim et al., 1999a). Cette 
fonction a été décrite pour la première fois dans une étude génétique coréenne (Kim et 
al., 1999b) suggérant un rôle de l’Angptl2 lors de l’angiogenèse vasculaire. Quelques 
années plus tard, le profil des micro-vaisseaux chez le poisson zèbre a permis de 
confirmer les propriétés pro-angiogéniques de l’Angtl2 in vivo (Kubota et al., 2005a). 
Dans ce modèle expérimental, une baisse de l’expression de l’Angptl2 favorise des 
malformations cardiaques et des anomalies vasculaires primitives, qui semblent être 
dues à l’apoptose des CE (Kubota et al., 2005a). Ces observations permettent de définir 
l’Angptl2 comme un facteur de survie pour les vaisseaux sanguins nouvellement formés 
(Oike et al., 2009b). Dans les CSH en culture, la présence d’Angptl2 augmente de 8 à 10 
fois l’expansion des cellules souches (Broxmeyer et al., 2012; Zhang et al., 2006a). Il a 
été récemment proposé que le domaine coiled-coil de l’Angptl2 est responsable non 
seulement de stimuler la réplication cellulaire, mais aussi d’allonger la survie des CSH 
(Broxmeyer et al., 2012). Par ailleurs, le domaine fibrinogène de l’Angptl2 semble aussi 
jouer un rôle dans l’angiogenèse via une activité chimioattractante dont l’interaction 
avec les intégrines de surface serait essentielle pour cette fonction (Tabata et al., 2009).  
En somme, toutes ces études démontrent que l’Angptl2 est impliquée dans la formation 
et la maturation des vaisseaux, ce qui suggère que l’endothélium vasculaire (mais aussi 
les macrophages/monocytes et les CSH) est un des tissus qui exprime le récepteur à 
l’Angptl2. La relation existante entre l’activité angiogénique de l’Angptl2 et son 
implication lors du développement des maladies inflammatoires chroniques, n’est pas 




1.4.3.2. L’Angptl2 est impliquée dans les maladies inflammatoires 
chroniques : le cancer 
L’inflammation chronique joue un rôle critique dans le développement des différents 
stades du cancer, d’où l’intérêt d'étudier la fonction pro-inflammatoire de l’Angptl2 
dans la cancérogenèse. En 2008, un premier article, contre toute attente, propose qu’une 
perte de l’expression de l’Angptl2 est la cause du développement du cancer de l’ovaire 
(Kikuchi et al., 2008). Deux approches ont été utilisées pour rendre silencieux le gène 
codant pour l’Angptl2 : une mutation homozygote dans le génome et la présence d’un 
mécanisme de régulation épigénétique par méthylation du promoteur du gène Angptl2. 
De façon inattendue, les auteurs ont noté que l’Angptl2 possède une fonction anti-
proliférative sur les cellules cancéreuses et qu’une altération de son expression semble 
être néfaste pour la cellule, ce qui a conduit les auteurs à la considérer comme une 
protéine suppressive de tumeurs (Kikuchi et al., 2008). Ces données qui ont été obtenues 
sur une lignée de cellules, nécessitent cependant des perspectives à plus grande échelle. 
Une étude de l'équipe du Dr Oike, utilisant un modèle murin de cancer de la peau induit 
chimiquement, conclut au contraire que l’Angptl2 contribue à la carcinogénèse et au 
développement des métastases du mélanome cutané (Aoi et al., 2011). Les effets pro-
inflammatoires et pro-oxydants de l’Angptl2 créeraient un environnement susceptible de 
causer des dommages majeurs à l’ADN (Aoi et al., 2011). De plus, la fonction pro-
angiogénique et la formation de nouveaux vaisseaux sanguins sont indispensables au 
développement des tumeurs, ce qui augmente à priori le risque de métastases (Aoi et al., 
2011). Les résultats de cette étude laissent penser que l’Angptl2 joue un rôle pro-
inflammatoire, angiogénique et oncogène, conduisant à l’accélération du stade 
métastasique du cancer de la peau.  
Dans une étude plus complète, l’équipe du Dr Oike a récemment caractérisé l’impact de 
l’Angptl2 dans la progression des métastases du cancer du poumon chez l’Homme 
(Endo et al., 2012) : la concentration d’Angptl2 dans le site de tumeurs primaires est 
plus élevée que dans le tissu non-tumoral ; la plus forte concentration d’Angptl2 se 




reliée avec la durée de survie attendue (pronostic du cancer). Chez la souris, l’injection 
de cellules tumorales exprimant l’Angptl2 de façon constitutive produit, comme attendu, 
une forte augmentation des métastases et une angiogenèse plus développée, des 
phénomènes détectés de manière moins importante dans le cas de tumeurs dotées du 
vecteur vide (Endo et al., 2012). La sévérité du cancer associée à l’Angptl2 se traduit 
par une courte période de survie. L’utilisation de SiRNA pour rendre silencieux le gène 
de l’Angptl2 normalise ces réponses néfastes (Endo et al., 2012). Ainsi, l’Angptl2 
dérivée de cellules tumorales est indispensable pour favoriser la formation de tumeurs et 
est nécessaire pour faire progresser la maladie vers un état métastasique (Endo et al., 
2012). Le mécanisme moléculaire derrière la transcription du gène de l’Angptl2 semble 
faire intervenir les facteurs de transcription NFATc (facteur nucléaire des cellules T 
activées, nuclear factor of activated T-cells) et ATF2 (facteur de transcription 
activateur, activating transcription factor 2), de façon dépendante de la voie 
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). En effet, le promoteur du gène de 
l’Angptl2 contient trois sites de liaison aux facteurs de transcription : ATF/CREB 
(facteur de transcription activateur/élément de réponse liant l’AMPc , activating 
transcription factor/cAMP response element binding), NF-#B et NFATc. Toutefois, la 
participation de la sous-unité c-Jun, mais pas Fox, du facteur de transcriptionnel AP-1 
est indispensable pour former un complexe avec NFATc ou avec ATF2, augmentant 
ainsi leur efficacité de liaison au site ATF/CREB du promoteur du gène de l’Angptl2 
(Endo et al., 2012). Ensemble, ces travaux indiquent que dans un environnement 
tumoral où les conditions sont hypoxiques et où le stress du réticulum endoplasmique 
est exacerbé, les facteurs de transcription importants pour la survie des cellules 
cancéreuses sont activés afin d’induire la transcription du gène de l’Angptl2, résultant 




1.4.3.3. L’Angptl2 est impliquée dans les maladies inflammatoires 
chroniques : la dermatomyosite  
L’implication de l’Angptl2 dans la pathogenèse de la dermatomyosite inflammatoire 
chronique est peu connue, une seule étude a été publiée sur ce sujet par l’équipe du Dr 
Oike (Ogata et al., 2012). La dermatomyosite est une atteinte auto-immune causant 
l’inflammation des muscles squelettiques et des systèmes de vascularisation, ce qui 
augmente le risque de développer des maladies cardiovasculaires (Mahil et al., 2012).   
La dermatomyosite chez les patients est caractérisée par une concentration élevée 
d’Angptl2 dans le plasma, le muscle squelettique et les kératinocytes (Ogata et al., 
2012). Chez la souris, plusieurs changements ont été détectés suite à la surexpression de 
l’Angptl2 dans les kératinocytes: des paupières rouges et gonflées, une irritation de la 
peau, une liquéfaction de la couche basale de l’épiderme et une inflammation au niveau 
de la peau caractérisée par une infiltration leucocytaire accrue et une expression 
excessive des cytokines (Ogata et al., 2012). Ces données indiquent que l’Angptl2 
déclenche une inflammation systémique chronique et provoque des changements 
phénotypiques identiques à ceux occasionnés par la dermatomyosite. Dans cette même 
étude, les auteurs proposent un mécanisme moléculaire sous-jacent aux effets 
inflammatoires de l’Angptl2 par l’intermédiaire de la voie des intégrines et du NF-#B 
qui contrôle l’expression des cytokines inflammatoires telles que IL-1ß et IL-6. Il 
semble toutefois que la régulation de cette maladie soit plus complexe pour que seule 
l’expression de l’Angptl2 soit suffisante. En effet, chez des souris surexprimant 
l'Angptl2, malgré les changements observés suite à l’augmentation d’Angptl2 dans la 
peau et le sérum, aucune manifestation pathologique n’a été remarquée dans le muscle 
squelettique des souris (Ogata et al., 2012). Les études cliniques effectuées sur des 
cohortes montrent que les patients souffrant de dermatomyosite ont plus de risque de 
développer un cancer et des maladies cardiaques (Ogata et al., 2012). L’action pro-
inflammatoire chronique de l’Angptl2 pourrait, vraisemblablement, faire le lien entre la 






1.4.3.4. L’Angptl2 est impliquée dans les maladies inflammatoires 
chroniques : l'arthrite rhumatoïde  
L’arthrite rhumatoïde est une maladie inflammatoire résultante de la dégradation du 
cartilage, normalement alimenté en liquide synovial provenant des synoviocytes (Davis 
et al., 2012). Le cartilage qui est physiologiquement un tissu acellulaire devient 
fortement vascularisé dans une étape avancée d’arthrite rhumatoïde, ce qui résulte en un 
dépôt important de cellules inflammatoires telles que les macrophages et les fibroblastes 
ressemblants aux synoviocytes (fibroblast-like synoviocytes) (Davis et al., 2012). Dans 
cette situation pathologique, le liquide synovial, mais pas le sérum, d’un individu 
souffrant d’arthrite rhumatoïde contient plus d’Angptl2 qu’un individu avec 
ostéoarthrite où le niveau d’inflammation est inférieur (Okada et al., 2010), suggérant 
un rôle de l’Angptl2 dans l’inflammation locale au niveau de l’articulation. Les analyses 
effectuées au niveau cellulaire montrent que les macrophages et les fibroblastes 
homologues aux synoviocytes résidents dans les régions inflammées sont la source 
majeure de la synthèse d’Angptl2 dans l’arthrite rhumatoïde (Okada et al., 2010). Une 
fois sécrétée, l’Angptl2 exerce un effet chimio-attracteur non seulement sur les 
monocytes/neutrophiles afin d’amplifier la réponse inflammatoire mais aussi sur les CE 
en déclenchant le phénomène d’angiogenèse (Okada et al., 2010). Ceci suggère un rôle 
non négligeable de l’Angptl2 dans l'arthrite rhumatoïde. 
 
1.4.3.5. L’Angptl2 est impliquée dans les maladies inflammatoires 
chroniques : le diabète relié à l’obésité 
La majorité des études effectuées sur l'Angptl2 s’est limitée au niveau moléculaire ou 
cellulaire, sans toutefois clairement identifier des fonctions physiologiques ou 
pathologiques. En 2009, le groupe du Dr Oike au Japon, le leader dans le domaine de 
l'Angptl2, a publié une étude remarquable et fort intéressante reliant pour la première 
fois l’Angptl2 à l’obésité et aux syndromes métaboliques qui y sont associés, 
notamment la résistance à l’insuline et l’inflammation chronique du tissu adipeux, chez 
l'Homme et chez la souris (Tabata et al., 2009).  
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Tout d'abord, les auteurs ont montré que chez des volontaires sains de 20 à 59 ans, il 
existe une corrélation positive entre la concentration plasmatique d’Angptl2 et l’indice 
de masse corporelle, l’insuline dans le sérum et le niveau de CRP (Tabata et al., 2009). 
De façon fort intéressante, l’Angptl2 plasmatique chez les patients diabétiques (testée 
chez 89 sujets) et coronariens (109 sujets) est significativement augmentée (Tabata et 
al., 2009). De plus, chez les patients diabétiques, l’Angptl2 est reliée à la graisse 
abdominale, la résistance à l'insuline, la concentration sanguine en CRP et est 
inversement reliée à l’indice de la sensibilité à l’insuline (Tabata et al., 2009). Chez les 
patients diabétiques de type 2 et obèses, un traitement de 3 mois au pioglitazone, un 
antidiabétique agoniste du récepteur PPAR" qui baisse le gras abdominal et supprime 
l’inflammation, résulte en une réduction du niveau d’Angptl2 circulant, et cette baisse 
est proportionnelle à la diminution de la surface occupée par la graisse viscérale, à 
l'amélioration de la sensibilité à l'insuline et à la baisse de CRP (Tabata et al., 2009). 
Ces données cliniques suggèrent que l’Angptl2 est associée à l’expansion du tissu 
adipeux, à la résistance à l’insuline et à l’inflammation : 
a) L’Angptl2 est reliée à l’augmentation de la masse adipeuse 
L’obésité engendre un état aggravé d’hypoxie et du stress du réticulum endoplasmique 
(RE) à l’intérieur de la masse graisseuse (Cnop et al., 2012). Dans des adipocytes (3T3-
L1) cultivés en présence des inducteurs du stress du RE (palmitate ou thapsigargin par 
exemple), la quantité protéique d’Angptl2 est accrue et est spécifiquement augmentée 
durant la différenciation des pre-adipocytes en adipocytes, ce qui suggère une régulation 
à la hausse de l’Angptl2 dérivée du gras viscéral dans l’obésité (Tabata et al., 2009). 
Chez l’animal et dans le contexte de l’obésité, la concentration circulante de l’Angptl2, 
ainsi que sa présence dans le tissu adipeux sont significativement augmentées lorsque la 
souris obèse est soumise à une diète riche en gras (Tabata et al., 2009). Lorsque 
l’Angptl2 est réprimée (souris Angptl2-/-), une baisse de la masse totale de gras et une 
diminution du poids corporel ont été observées (Tabata et al., 2009). Ces résultats ont 
également été retrouvés lorsque les souris Angptl2-/- suivent une diète riche en gras 
pendant deux mois, sans variation de l’apport alimentaire ou de la dépense énergétique 
comparativement aux souris normales exposées à la même diète alimentaire. Une 




souris de type sauvage, alors que les souris Angptl2-/- sont protégées (Tabata et al., 
2009). Ces observations suggèrent que l’Angptl2 dérivée des adipocytes est un 
médiateur clé de l’inflammation chronique du tissu adipeux reliée à l’obésité, et qu’un 
changement de son niveau circulant pourrait être un marqueur de l’obésité (Tabata et al., 
2009). 
b) L’Angptl2 est reliée à la résistance à l’insuline 
Les tissus adipeux sécrètent plusieurs médiateurs pro-inflammatoires impliqués dans la 
résistance à l’insuline (Cnop et al., 2012). L’Angptl2 qui est majoritairement sécrétée 
par le tissu adipeux, exerce-elle un effet pro-diabétique en influençant la résistance à 
l’insuline ? 
Le Dr Oike a mis en évidence un rôle critique de l’Angptl2 dans la sensibilité 
systémique à l’insuline chez les souris obèses (Tabata et al., 2009). En effet, la délétion 
d’Angptl2 (souris Angptl2-/-) améliore la résistance à l’insuline et augmente la tolérance 
au glucose chez les souris qui ont une alimentation riche en gras. De plus, un traitement 
d’adipocytes 3T3-L1 en culture avec un agoniste PPAR" produit un effet répresseur sur 
l’Angptl2, mimant ainsi l’effet de la pioglitazone observé chez l’humain. Une 
suppression de la synthèse d’Angptl2 par les tissus adipeux pourrait donc avoir un effet 
antidiabétique (Tabata et al., 2009). Il faut néanmoins mentionner que l’amélioration 
détectée est modeste et que la réponse à l’insuline n’est pas complètement normalisée.  
La résistance à l’insuline est une réponse défectueuse du mécanisme responsable de la 
signalisation intracellulaire, y compris le récepteur à l’insuline ou les effecteurs 
intracellulaires dans les tissus cibles tels que le foie, les muscles et le tissu adipeux 
(Bornfeldt et al., 2011). L’activation du récepteur à l’insuline est extrêmement sensible 
au niveau circulant d’insuline, de glucose et de lipides (Bornfeldt et al., 2011). Dans ce 
contexte, une injection d’insuline provoque la phosphorylation du récepteur spécifique à 
l’insuline et déclenche une signalisation intracellulaire qui phosphoryle et active la 
protéine Akt dans les cellules du foie et du muscle squelettique extraites de souris 
normales (Tabata et al., 2009). Cette voie est exacerbée dans les mêmes types de 
cellules provenant des souris Angptl2-/- qui, en plus d’avoir une meilleure sensibilité à 
l’insuline, possèdent un faible niveau circulant de triglycérides (Tabata et al., 2009). 
Cependant, dans le modèle de souris surexprimant l’Angptl2 exclusivement dans le tissu 
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adipeux, la voie de signalisation à l’insuline est quasi-inhibée et cette réponse est 
accompagnée par une résistance prononcée à l’insuline (Tabata et al., 2009). Ces 
résultats suggèrent que le muscle squelettique et le foie sont parmi les organes cibles à 
travers lesquels l’Angplt2 exerce une résistance systémique à l’insuline chez la souris 
non-obèse (Figure 8). De plus, la voie de signalisation à l’insuline est utilisée par les 
hépatocytes pour la gluconéogenèse, suggérant que l’Angptl2 déclenche cette voie 
métabolique; des expériences sont nécessaires pour valider cette hypothèse.  
Puisque l’Angptl2 circulante est reliée positivement avec la masse du tissu adipeux, 
plusieurs question se posent : l’influence exercée par l’Angptl2 sur la résistance à 
l’insuline est-elle causée par la masse totale du tissu adipeux, la source majeure de 
plusieurs autres cytokines ? la résistance à l’insuline est-elle un effet indirect de 
l’inflammation amplifiée par la présence d’Angptl2 ? est-ce une réponse spécifique à 
l’Angptl2 ? Il n’y a pas encore de réponses convaincantes à ces questions, mais les 
données de la littérature indiquent que l’Angptl2 est un médiateur qui contribue, d’une 
façon ou d’une autre, à la résistance à l’insuline.  
c) L’Angptl2 est reliée à l’inflammation 
Le tissu adipeux intervient vraisemblablement dans la physiopathologie de certaines 
maladies, notamment la complication cardiovasculaire causée par l’obésité et le diabète, 
via la sécrétion de molécules inflammatoires (Fantuzzi, 2005). Ces dernières sont 
sécrétées par les adipocytes eux-mêmes ou par les macrophages infiltrés dans le tissu 
adipeux, menant à un état inflammatoire chronique critique pour la progression des 
maladies mentionnées (Fain, 2006). L’Angptl2 exacerbe-t-elle la réaction pro-
inflammatoire engendrée par les cytokines locales? 
Nous avons démontré que les CE isolées de l’artère mammaire d’un patient coronarien 
et fumeur expriment 6 fois plus d’Angptl2 comparativement aux CE d’un patient 
coronarien non fumeur (Farhat et al., 2008). Le tabagisme étant fortement associé à 
l’inflammation, ceci indique que l’Angptl2 pourrait contribuer à ce processus 
d’inflammation. 
Le groupe japonais du Dr Oike a confirmé cette hypothèse en montrant que l’Angptl2 
sécrétée par les CE, les macrophages et les adipocytes, modifie les caractéristiques 




leucocytes (Figure 8) (Tabata et al., 2009). En effet, chez la souris qui surexprime 
constitutivement l’Angptl2 dans les kératinocytes, une réaction inflammatoire 
caractérisée par la présence de réseaux vasculaires élargis et "rouges" a été 
notée (Tabata et al., 2009). Toutefois, le nombre total des vaisseaux ne change pas dans 
les régions concernées. À l’inverse, chez la souris Angptl2-/- alimentée avec un régime 
riche en gras, la perméabilité vasculaire n’est pas affectée et les marqueurs 
d’inflammation sont moins exprimés (Tabata et al., 2009). De même, dans les tissus 
adipeux, l’Angptl2 déclenche une réponse inflammatoire sans activer l’angiogenèse ou 
améliorer la situation hypoxique (Tabata et al., 2009). L’Angptl2 exerce donc un rôle 
dans l’inflammation vasculaire pathologique, rôle qui se manifeste par l’augmentation 
de la perméabilité vasculaire locale laissant s’infiltrer les macrophages afin d’adhérer 
sur les parois des vaisseaux sanguins (Tabata et al., 2009).  
In vitro, l’Angptl2 démontre une affinité de liaison bien spécifique aux CE (HUVEC ou 
CE aortiques) et aux monocytes/macrophages, suggérant que ces cellules possèdent les 
récepteurs d’ancrage à l’Angptl2 (Tabata et al., 2009). Il pourrait s’agir de l’intégrine 
!5ß1 et !4 ou ß2 dans le cas des macrophages (Tabata et al., 2009). Une fois liée à la 
surface des CE, l’Angptl2 induit des changements structuraux tels que la projection de 
lamellipodes et la déformation de la membrane cytoplasmique menant à la migration des 
CE et augmente la perméabilité vasculaire (Kim et al., 1999b; Tabata et al., 2009). Ce 
processus semble être rapide (10 min) et dépendant des intégrines !5ß1 à la surface des 
CE (Tabata et al., 2009). À l’intérieur de la cellule, le signal engendré par l’Angptl2 fait 
participer la protéine GTPase (Rac-1), responsable de la formation de protrusions 
membranaires ou les lamellipodes (Tan et al., 2008). Ainsi, l’Angptl2 sécrétée par les 
CE (fonction autocrine) ou provenant de la circulation (fonction endocrine) ou du tissu 
adipeux lui-même (fonction paracrine), agit sur les CE vasculaires afin de déclencher 
l’angiogenèse et d’amplifier l’inflammation, deux processus qui passent par la protéine 
Rac-1 (Figure 8). 
Au niveau des cellules inflammatoires elles-mêmes, l’activation des intégrines par 
l’Angptl2 stimule d’un côté, l’infiltration des cellules à travers la couche endothéliale 
(effets chimio-attracteurs et pro-adhésifs de l’Angptl2) (Tabata et al., 2009), et de 
l’autre côté, l’activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-#B qui induit 
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la transcription des gènes inflammatoires (Tabata et al., 2009). En effet, l’ajout de 
l’acide thioglycolique (un agent largement utilisé pour provoquer l’inflammation des 
macrophages) à des macrophages en culture, induit l’expression d’Angptl2 et stimule la 
production de marqueurs d’inflammation (TNF-!, IL-1ß et IL6) (Tabata et al., 2009). 
Une délétion du gène codant pour l’Angptl2 chez la souris (Angptl2-/-) conduit en 
revanche à une perte de l’expression des cytokines (TNF-! et IL-6), une réduction du 
taux de chimiokine MCP-1 ainsi que des marqueurs des macrophages (CCR2, CD68) 
(Tabata et al., 2009). Ces résultats montrent que l’Angptl2 est exprimée, entre autres, 
par les macrophages et qu’elle agit de façon autocrine via les intégrines de surface afin 
d’amplifier l’expression des cytokines par la voie de signalisation NF-#B (Figure 8). De 
plus, plusieurs études rapportent que le NF-#B est le responsable direct de l’expression 
des molécules d’adhésion endothéliales (ICAM, VCAM et la sélectine) (O'Brien et al., 
1996; Price et al., 1999). De ce fait, l’Angpl2 pourrait non seulement activer NF-#B 
mais aussi stimuler l’expression des molécules d’adhésion, favorisant ainsi l’ancrage des 
cellules inflammatoires aux parois vasculaires (Tabata et al., 2009).  
De façon fort intéressante, le tissu adipeux de souris Angptl2-/- nourries avec une diète 
riche en gras présente un niveau d’inflammation moins marqué que celui de souris 
temoins (obèses suite à la diète riche en gras) : le tissu adipeux des souris Angptl2-/- 
exprime moins de marqueurs d’inflammation dérivés des macrophages (CCR2, CD68) 
et moins de cytokines (TNF-!, IL-1, IL-6), suggérant un phénomène de protection de 
l’inflammation et de l’infiltration des macrophages en absence de l’Angptl2 (Tabata et 
al., 2009). Cette hypothèse a été confirmée chez les souris non-obèses où une 
surexpression de l’Angptl2 spécifiquement dans le tissu adipeux provoque une réponse 
inflammatoire et déclenche l’adhésion des leucocytes sur les parois des vaisseaux 
sanguins (Tabata et al., 2009). De plus, l’abondance des macrophages est corrélée à la 
masse de tissu adipeux chez les souris de type sauvage mais pas chez le souris Angptl2-/- 
(Tabata et al., 2009). Toutes ces observations suggèrent que la taille du tissu adipeux est 
reliée à l’inflammation chez les souris obèses, un mécanisme qui semble être catalysé 




Pour résumer l’étude très complète de l’équipe du Dr Oike (Tabata et al., 2009), nous 
avons schématisé les trois voies majeures que l’Angptl2 régule pour contribuer au 
diabète relié à l’obésité : l’expansion du tissu adipeux, la résistance systémique à 
l’insuline et l’inflammation (Figure 8).  
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Figure 8 Schématisation de l’implication de l’Angptl2 dans le diabète relié à l’obésité, 
selon les données de (Tabata et al., 2009).  
Dans des conditions de stress oxydant, de stress du RE et d’hypoxie, l’Angptl2 sécrétée 
par les CE, les adipocytes et les leucocytes/macrophages, peut agir de façon autocrine, 
paracrine et endocrine. Dans le tissu adipeux viscéral, une source majeure d’Angptl2, 
cette dernière déclenche l’augmentation de la masse adipeuse, l’inflammation et inhibe 
la sécrétion de triglycérides (TG). Sur l’endothélium vasculaire, l’Angptl2 stimule la 
voie Rac-1/ NF-!B pour produire l’inflammation, l’angiogenèse pathologique 
augmentant ainsi la perméabilité vasculaire aux cellules inflammatoires. Un fois infiltrés 
dans l’endothélium, les macrophages eux-mêmes synthétisent l’Angptl2, ce qui 
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déclenche des signaux intracellulaires favorisant l’adhésion à l’endothélium et 
l’inflammation. L’Angptl2 sécrétée par les autres organes peut agir de manière paracrine 
sur les hépatocytes et les muscles squelettiques afin d’augmenter la résistance 
systémique à l’insuline via un mécanisme qui diminue l’activité du récepteur à l’insuline 
(IR) et la voie Akt.  
Récemment, les résultats d'une étude (Kitazawa et al., 2011) sur le rôle de l’Angptl2 
dans le diabète, ont contredit ceux de l’équipe du Dr Oike: dans un modèle de souris 
diabétiques et obèses db/db, un traitement chronique avec de l'Angptl2 recombinante 
pendant 4 semaines a eu comme conséquence surprenante de ralentir la progression du 
diabète, et non de l’accélérer comme le laissait présager les données précédantes (Tabata 
et al., 2009). Chez la souris db/db, l'administration d’Angptl2 exogène a clairement 
diminué le taux de glucose circulant et d'’insuline plasmatique, et a inhibé l’expression 
des gènes responsables de la synthèse des acides gras dans le foie (Kitazawa et al., 
2011). Les auteurs proposent donc qu’un traitement à l’Angptl2 est bénéfique, améliore 
la tolérance au glucose et augmente la sensibilité à l'insuline, tout en réduisant la 
synthèse des acides gras et les stockages lipidiques dans le foie et le tissu adipeux 
(Kitazawa et al., 2011). Afin d’expliquer les discordances entre les deux études 
japonaises, le Dr Kitazawa souligne les différences de fond génétique entre les deux 
modèles de souris étudiés: des souris transgéniques surexprimant l'Angptl2 qui 
développent le diabète avec le temps pour l’équipe du Dr Oike, et des souris qui sont 
diabétiques et obèses db/db avant même leur exposition à la protéine Angptl2 
recombinante pour l’équipe du Dr Kitazawa. Selon ce dernier, puisque les deux modèles 
représentent deux stades différents de la sévérité du diabète, les résultats entre les études 
ne sont pas nécessairement contradictoires (Kitazawa et al., 2011). Cependant, des 
recherches supplémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre la contribution 
de l’Angptl2 dans la pathologie du diabète de type 2. 
 
En résumé, si le rôle de l’Angptl2 dans les stades précoces ou avancés du diabète n’est 
pas encore clair, il est en revanche évident que l’Angptl2 exerce un effet pro-
inflammatoire sur le système vasculaire via l’activation du facteur NF-#B, la production 




Puisque l’inflammation est une étape clé de l’athérogenèse, il est pertinent de se 
demander si l’effet pro-inflammatoire de l’Angptl2 est relié à la dysfonction 
endothéliale et au développement de la lésion athéromateuse. 
 
1.4.3.6. L’Angptl2 est impliquée dans les maladies inflammatoires 
chroniques : l’athérosclérose 
Chez l’humain, les maladies coronariennes entraînent une élévation (~ 1,5 fois, p<0,05) 
des niveaux circulant d’Angptl2 comparativement à ceux de volontaires sains, taux 
mesurés dans le plasma ou dans le sérum (Tabata et al., 2009). Chez les patients 
coronariens, l’Angptl2 plasmatique est plus élevée lorsque la maladie affecte plusieurs 
vaisseaux sanguins que lorsqu’un simple vaisseau est touché (Oike et al., 2009b). De 
plus, l’Angptl2 circulante est positivement associée à un niveau élevé du marqueur de 
risque cardiovasculaire, la CRP (Tabata et al., 2009). Chez les souris transgéniques 
surexprimant l'Angptl2, la protéine augmente relativement peu dans la circulation (<1,5 
fois) alors qu’elle est 3 à 5 fois plus exprimée dans les tissus chez ces mêmes souris 
(Tabata et al., 2009). Le Dr Oike a proposé l’hypothèse selon laquelle une légère 
augmentation d’Angptl2 circulante détectée chez des sujets coronariens est reliée à une 
forte accumulation d’Angptl2 au niveau tissulaire, et par conséquent à une inflammation 
systémique importante (Oike et al., 2009b). 
Une nouvelle étude de l’équipe du Dr Oike présentée au congrès de l’AHA en 2010 et 
2013 a tenté de caractériser le rôle de l’Angptl2 endothéliale dans le processus de 
l’athérosclérose. Chez la souris, au niveau de la lésion athéromateuse, l’expression de la 
protéine Angptl2 est concentrée dans les CE et les macrophages de la plaque 
athérosclérotique (Horio et al., 2010). De plus, dans un modèle murin d’anévrisme de 
l’aorte abdominale, l’expression d’Angptl2 est significativement plus forte dans la 
région dilatée caractérisée par l’abondance de macrophages et de cytokines 
inflammatoires, comparativement à une région non dilatée de la même aorte (Tazume et 
al., 2012). Ces résultats indiquent que l’expression locale de l’Angptl2 dans les régions 
endommagées joue un rôle afin d’exacerber la cascade d’inflammation.  
 104 
De façon similaire, la concentration sanguine d’Angptl2 est plus forte chez les patients 
coronariens ayant une dysfonction endothéliale par rapport aux sujets ayant une fonction 
endothéliale normale; la concentration d’Angptl2 dans le plasma est négativement reliée 
avec la réponse dilatatrice induite par l’acétylcholine (Horio et al., 2010). De même, 
chez la souris où l’Angptl2 est surexprimée dans l’endothélium (sous la dépendance 
d’un promoteur spécifique aux CE), la dilation dépendante de l’endothélium est 
diminuée (Horio et al., 2010). En revanche, la dysfonction endothéliale normalement 
observée chez les souris âgées et/ou chez les souris obèses est améliorée lorsque 
l’Angptl2 est supprimée chez ces animaux (Horio et al., 2010). Dans un modèle de 
souris double KO (ApoE-/- et Angptl2-/-), la taille des lésions athéromateuses est réduite 
comparativement à celles de souris KO ApoE-/- (Horio et al., 2010). Ces résultats 
suggèrent que sous l’influence de l’Angptl2, une dysfonction endothéliale se développe, 
un mécanisme déclencheur de l’athérosclérose. Par ailleurs, l’Angptl2 semble stimuler 
l’activité des enzymes MMP2 et MMP9 sécrétées par les macrophages (sous le contrôle 
du facteur de transcription NF-#B) comme un moyen de dégradation de la matrice 
extracellulaire dans le modèle d’anévrisme de l’aorte (Tazume et al., 2012). Ce 
mécanisme irréversible du remodelage cellulaire est à l’origine de la perméabilité accrue 
des parois aortiques contribuant à l’infiltration excessive de cellules inflammatoires.  
Ensemble, ces données démontrent que l’Angptl2 renforce l’inflammation et accroît la 
dégradation de la matrice cellulaire au sein des parois vasculaires dans le but de 
permettre aux macrophages de s’infiltrer et d’exprimer d’avantage des cytokines 
inflammatoires. Ce mécanisme pourrait être à l’origine du développement de 
l’athérosclérose, une hypothèse qui reste à valider. 
 
En conclusion, il ressort que l’Angptl2 est sur-exprimée dans un contexte pathologique 
relié à l’inflammation chronique tels que le diabète lié aux complications de l’obésité, le 
cancer, la dermatomyosite, l’arthrite rhumatoïde et potentiellement l’athérosclérose. Son 
abondance locale et systémique pourrait amplifier l’inflammation en recrutant des 
cellules inflammatoires telles que les macrophages qui, sous l’effet de signaux 




un cercle vicieux d’amplification du signal inflammatoire exacerbant ces différentes 
maladies.  
Les études effectuées présentent des preuves de la contribution de l’Angptl2 dans 
différents processus pathogéniques. Ces travaux proposent un rôle crucial de l’Angptl2 
dans l’angiogenèse et le métabolisme glucidique et lipidique, suggérant un impact direct 
de l’Angptl2 sur le système cardiovasculaire, sans toutefois répondre à plusieurs 
questions : Quel lien existe-t-il entre l’Angptl2 et la lésion athérosclérotique ? 
L’Angptl2 a-elle un effet pro- ou anti-athérogénique? Sachant que l’inflammation et 
l’oxydation sont deux processus clés dans le développement de l’athérosclérose, 
l’Angptl2 qui est pro-inflammatoire est-elle aussi pro-oxydante ?  
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2. Démarche et objectifs des études 
 




Démarche et objectifs des études 
Puisque les niveaux circulants et tissulaires d’Angptl2 augmentent au cours de 
nombreuses maladies inflammatoires chroniques, il est plausible d’imaginer un lien 
entre l’Angptl2 et l’apparition de l’athérosclérose, une maladie inflammatoire chronique 
par excellence.  
Seul le groupe du Dr Oike (Muramoto et al., 2011; Tabata et al., 2009) a démontré que 
les niveaux circulants d’Angptl2 augmentent chez les sujets à risque de maladies 
cardiovasculaires (obèses, diabétiques) et chez les patients coronariens. Cependant, les 
mécanismes d’action à l’origine des effets potentiellement néfastes de l’Angptl2 sont 
inconnus. L’Angptl2 pourrait intervenir à différentes étapes de la pathologie, telles que 
l’accumulation des LDL, l’oxydation, l’inflammation, le recrutement des leucocytes et 
finalement, la formation de la plaque. Si un lien de causalité était établi, cela 
permetterait de valider un rôle causal de biomarqueur pour l’Angptl2 dans la pathologie 
de l’athérosclérose. Dans cette thèse, nous proposons que l’Angptl2 participe à la 
progression de l’athérosclérose via ses propriétés pro-inflammatoires et pro-oxydantes et 
qu’elle représente un nouveau biomarqueur de l’athérosclérose. 
2.1. Étude 1 : L’expression d’Angptl2 est-elle associée à la 
sénescence des cellules endothéliales ? 
2.1.1. Mise en contexte 
Notre laboratoire s’intéresse à la dysfonction endothéliale associée au vieillissement. 
Nos études confirment que les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires 
accélèrent le vieillissement de l’endothélium (Voghel, Thorin-Trescases et al. 2007) et 
que ce processus est principalement contrôlé par une augmentation du stress oxydant 
(Voghel, Thorin-Trescases et al. 2008). En effet, un traitement chronique avec un 
antioxydant, la N-acétyl-L-cystéine (NAC), a permis de ralentir l’entrée en sénescence 
de CE en culture isolées de tissus de patients coronariens (Voghel, Thorin-Trescases et 
al. 2008).  
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2.1.2. Les objectifs spécifiques  
Les objectifs de cette première étude étaient de caractériser et d’identifier les protéines 
impliquées dans la sénescence endothéliale en analysant la différence dans l’expression 
génique des CE sénescentes comparativement à celle de cellules non sénescentes traitées 
au NAC.  
Bien que les résultats de cette étude #1 ne soient pas publiés, je considère qu’il est 
important de les inclure dans cette thèse, puisqu’ils sont à la base de mes travaux sur le 
rôle de l’Angptl2 dans le cadre de l’athérosclérose.  
2.2. Étude 2 : L’Angptl2 joue-t-elle un rôle dans la 
sénescence prématurée induite par le stress dans les CE 
isolées de tissus des patients fumeurs ?  
2.2.1. Mise en contexte 
Après avoir démontré dans l’étude # 1 que la sénescence des CE est associée à une 
expression accrue d’Angptl2, que l'entrée en sénescence des CE peut être retardée par 
un antioxydant et que l'expression de l'Angptl2 par les CE peut être réduite par un 
antioxydant, nous avons choisi d’étudier les effets du tabac sur l'expression d'Angptl2 
par les CE. Le tabac est en effet connu pour induire un déséquilibre massif dans les 
processus inflammatoires et oxydants.  
2.2.2. Hypothèse 
L’Angptl2 contribue à la sénescence prématurée induite par le stress oxydant 
2.2.3. Les objectifs spécifiques  
L’objectif primaire essentiel de cette étude était de mieux caractériser la sénescence des 
CE isolées de tissus de patients coronariens fumeurs. L’objectif secondaire était de 




2.3. Étude 3 : Préparation et purification de l’Angptl2 
recombinante 
2.3.1. Mise en contexte 
Afin d’étudier l’impact de l’Angptl2 sur la fonction/dysfonction endothéliale, 
l’oxydation, l’inflammation et l’athérogenèse, une administration exogène d’Angptl2 in 
vivo ou encore in vitro est nécessaire.  
2.3.2. Les objectifs spécifiques  
Puisque l’Angptl2 sous sa forme glycosylée n’est pas disponible dans le commerce, nos 
objectifs étaient 1) de produire la protéine recombinante (Angptl2-GST) de façon stable 
dans un système hétérologue de cellules humaines (HEK 293), 2) d’optimiser le 
rendement en protéine pure et 3) de démontrer la fonctionnalité de l’Angptl2 
recombinante purifiée.  
Nous avons choisi d’inclure les détails méthodologiques de la préparation et de la 
purification de l’Angptl2 dans cette thèse, puisque pour des raisons d’espace ces 
données ne sont pas inclues dans les articles. La purification de l’Angptl2 recombinante 
est néanmoins un processus long et délicat qu’il ne faut pas sous-estimer.  
Un article méthodologique concernant la production et la purification de l’Angptl2 
recombinante est soumis à "Protein expression and purification" (Elservier). 
2.4. Étude 4 : Propriétés pro-oxydantes de l’Angptl2  
2.4.1. Mise en contexte 
Dans l’étude # 2, nous avons démontré que l’expression de l’Angptl2 est augmentée de 
6 fois dans les CE de patients coronariens atteints de maladie pulmonaire obstructive 
chronique. L’environnement de ces cellules est à la fois hypoxique et associé à un 
niveau élevé de stress oxydant et d’inflammation (Farhat et al., 2008). Nos données 
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suggèrent donc que dans les CE de patients atteints de MPOC et d’athérosclérose, 
l’expression d’Angptl2 est liée à l’environnement oxydant cellulaire. 
2.4.2. Hypothèse 
L’Angptl2 a des propriétés pro-oxydantes via l’inhibition de la voie cytoprotectrice 
antioxydante contrôlée par le facteur de transcription Nrf2. 
2.4.3. Les objectifs spécifiques  
Notre objectif était de déterminer si l’Angptl2 est un facteur pro-oxydant, et par le biais 
de quelle voie moléculaire. Nous avons déterminé que l’Angptl2 inhibe des systèmes 
antioxydants protecteurs tels que le facteur relié au facteur nucléaire hématopoïétique 
(Nrf2) et l’enzyme hème oxygénase (HO), faisant appel aux voies de signalisation 
intracellulaires des MAPK. 
2.5. Étude 5 : Rôle spécifique de l’Angptl2 dans 
l’athérosclérose 
2.5.1. Mise en contexte 
Puisque la concentration de l’Angptl2 circulante augmente chez les patients coronariens 
(Tabata et al., 2009), que l’expression d’Angptl2 est accrue dans les CE de patients 
athérosclérotiques (Farhat et al., 2008), que cette protéine a des effets pro-
inflammatoires et pro-oxydants (étude # 4), nous avons étudié la contribution de 
l’Angptl2 dans le processus d’athérosclérose en utilisant un modèle de souris 
dyslipidémiques génétiquement modifiées pour développer l’athérosclérose de façon 
spontanée sans avoir besoin d’être exposées à une diète riche en gras, les souris ATX 
(LDLr-/-; hApoB100+/+) (Drouin et al., 2011a; Drouin et al., 2011b; Gendron et al., 2010). 
2.5.2. Hypothèse 
L’Angptl2 est un facteur pro-athérogénique qui déclenche les mécanismes moléculaires 




2.6.1. Les objectifs spécifiques  
Nos objectifs de travail étaient : 1) de vérifier si l’expression de l’Angptl2 est 
directement associée avec l’expansion de la plaque athéromateuse, 2) de valider que 
l’Angptl2 contribue à l’athérogénèse en exacerbant des processus clés tels que 
l’adhésion des leucocytes à l’endothélium et la sécrétion de cytokines inflammatoires et 
3) de prouver qu’une administration chronique d’Angptl2 recombinante pendant un 
mois est suffisante pour exacerber la formation de la plaque et amplifier les signaux pro-


























































3.1. Étude 1. (Résultats non publiés) : L'expression 
d'Angptl2 est associée à la sénescence des cellules 
endothéliales 


















Le vieillissement correspond à l’ensemble des processus physiologiques qui ralentissent 
le métabolisme et les fonctions des cellules somatiques avec l’âge. Ceci aboutit au 
déclin progressif de l’ensemble des mécanismes cellulaires, en particulier ceux 
impliqués dans la division cellulaire (Jeyapalan et al., 2008; Kirkwood et al., 2000). La 
limite réplicative de la cellule est appelée sénescence; cet état cellulaire est permanent et 
irréversible (Kirkwood et al., 2000; Thorin-Trescases et al., 2010). La sénescence 
cellulaire a été décrite pour la première fois dans des fibroblastes en culture où un arrêt 
de leur prolifération a été observé malgré un apport en facteurs de croissance (Hayflick, 
2000). Les cellules sénescentes demeurent néanmoins viables et sont métaboliquement 
actives (Jeyapalan et al., 2008) et elles jouent un rôle in vivo, dans les maladies 
cardiovasculaires par exemple (Minamino et al., 2002). Deux types de sénescence ont 
été identifiés in vitro : 1) la sénescence dite réplicative qui apparait après une longue 
période de culture et qui correspond à l’épuisement des capacités réplicatives des 
cellules (Campisi et al., 2009) et 2) la sénescence induite par le stress qui apparait de 
façon plus précoce, en réponse à un stress (Von Zglinicki, 2003). 
La sénescence réplicative est déclenchée par le raccourcissement maximal des télomères 
situés aux extrémités des chromosomes, après chaque cycle de division cellulaire 
(Campisi et al., 2009). Ce phénomène a surtout été décrit en culture, où les cellules 
peuvent se diviser un nombre de fois limité avant de devenir sénescentes, nombre qui 
varie selon le type et l’origine de la cellule (Hayflick et al., 1961). Ce processus est 
dépendant de l’âge et pourrait être la cause naturelle du vieillissement physiologique 
(Slagboom et al., 1994). Toutefois, suite à l’exposition chronique, ou aigue, à un niveau 
élevé de stress [stress oxydant, ultraviolet (UV), oncogènes, etc], la sénescence est 
induite prématurément de manière indépendante, ou combinée, de la longueur des 
télomères (Ben-Porath et al., 2004b; Von Zglinicki, 2003). Dans une situation 
pathologique telle que l’athérosclérose, où l’environnement cellulaire est hautement pro-
oxydant et inflammatoire, le vieillissement / sénescence des CE contribue à la 




athérosclérotiques, les CE sénescentes sont surtout présentes dans la région qui couvre 
la plaque (Minamino et al., 2002). Nous avons montré in vitro que la sénescence des CE 
en culture isolées de patients coronariens athérosclérotiques est prématurée, 
indépendante de l’âge chronologique des patients, et corrélée à la durée d’exposition aux 
différents facteurs de risque cardiovasculaires des patients (Thorin-Trescases et al., 
2010; Voghel et al., 2007). Nous avons prouvé que la sénescence des CE de patients 
coronariens était due non seulement à un raccourcissement des télomères mais 
également à un stress oxydant puisqu’un traitement chronique avec un antioxydant, le 
NAC, a permis de retarder l'apparition de la sénescence (Figure 9) (Voghel et al., 
2008b). En effet, nous avons observé que le NAC diminue le niveau des marqueurs du 
stress oxydant et d’inflammation, ralentit le taux de raccourcissement des télomères et 
augmente le potentiel réplicatif des CE, mais seulement dans les cellules où les 




Figure 9 Effet bénéfique du NAC sur la sénescence de cellules endothéliales en culture 
isolées à partir d'une artère mammaire d’un même patient athérosclérotique. 
En absence de NAC, les CE en culture deviennent rapidement sénescentes (A) alors 
qu'en présence de NAC la sénescence est retardée (B) (Voghel et al., 2008b).   
Réimprimé avec la permission de Elsevier Limited : Mechanisms of Ageing and 
Development. Guillaume Voghel, Nathalie Thorin-Trescases, Nada Farhat, Aida M. 
Mamarbachi, Louis Villeneuve, Annik Fortier, Louis P. Perrault, Michel Carrier, Eric 
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Mais par quel mécanisme intracellulaire le NAC limite-t-il l’entrée en sénescence? 
Notre objectif dans cette première étude était d’identifier les protéines impliquées dans 
la réponse au NAC. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique de Differential 
Display, qui permet de comparer l’expression différentielle des gènes dans une 
population de CE athérosclérotiques versus celles des mêmes cellules, issues du même 
patient, traitées avec l’antioxydant. 
Cette technique possède plusieurs avantages, notamment au niveau de la quantité 
d’ARN messager nécessaire. Puisqu’il s’agit d’une technique d’amplification des 
produits génétiques, peu d’ARN suffit pour obtenir un signal. Pour la même raison, la 
technique de Differential Display permet une détection des transcrits différentiels 
correspondant à des gènes faiblement exprimés, ce qui n’est pas possible avec la 
technique du micro-array. De plus, les gènes amplifiés ne doivent pas nécessairement 
être connus, les amorces arbitraires utilisées permettent d’identifier des gènes inconnus 
et des variants d’épissages alternatifs. Finalement, cette technique est peu couteuse en 
comparaison à d’autres techniques telles que le micro-array par exemple. Nous avons 
donc comparé l’expression des gènes de CE sénescentes à celle de cellules, issues d’un 
même patient, où la sénescence a été inhibée par un traitement chronique à l’antioxydant 











3.1.2. Matériel et méthodes 
 
3.1.2.1. Culture cellulaire  
 
Nous avons utilisé des cellules humaines endothéliales de l’artère mammaire (hIMAEC) 
en accord avec le comité d’éthique de l’Institut de Cardiologie de Montréal (Voghel et 
al., 2007). Lors des pontages coronariens des patients de l’Institut de Cardiologie de 
Montréal, des segments non utilisés d'artères mammaires sont transférés du bloc 
opératoire au laboratoire, conservés dans du milieu de culture (DMEM, milieu Eagle 
modifié de Dulbecco) et dans la glace. Au laboratoire, les segments d’artère mammaire 
sont isolés du muscle et dénudés du gras qui les entoure, sont ouverts longitudinalement 
et coupés en petits morceaux qui sont ensuite déposés sur du Matrigel tapissant une 
boîte de Pétri (de 35 mm), de manière à ce que les CE soient au contact du Matrigel. Les 
hIMAEC sont alors cultivées selon une technique développée dans notre laboratoire 
(Voghel et al., 2007), dans un milieu DMEM enrichi avec 10 % de sérum fœtal bovin, 
10 % de sérum de veau, 1 % du mélange d’antibiotiques pénicilline/streptomycine, 25 
$g/ml de fungizone, 90 $g/ml d'héparine sodique et 60 $g/ml de suppléments de 
croissance spécifiques aux CE (endothelial cell growth supplement) et conservées dans 
l’incubateur cellulaire, dans une atmosphère humide, avec 5% de CO2 et à 37°C. La 
vitesse de prolifération des cellules varie d’un donneur à l’autre. Au bout d’une semaine 
environ, des CE entourent les morceaux d’artères; ces derniers sont enlevés délicatement 
et les CE sont cultivées sur le Matrigel jusqu’à confluence (environ 1 mois). Par la suite, 
les CE sont décollées du Matrigel par une digestion avec de la dispase, réensemencées et 
cultivées dans des surfaces classiques sans Matrigel.  
La sénescence des hIMAEC est induite par passages successifs et ce jusqu’à la limite du 
potentiel réplicatif des cellules. Le nombre cumulatif de PDL (population doubling 
length), c'est à dire le nombre de divisions cellulaires du passage initial (passage 1) au 
passage final (cellules sénescentes) est d'environ 25 pour les hIMAEC. Par comparaison, 
ce chiffre est considérablement plus grand pour des fibroblastes (PDL cumulatif de 40-
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60), un modèle cellulaire très utilisé pour étudier la sénescence (von Zglinicki et al., 
2005). 
 
3.1.2.2. Technique de Differential Display  
 
La technique de Differential Display consiste à comparer le profil d’expression génique 
de différentes populations cellulaires à partir de leur ADN complémentaire. Elle permet 
de détecter tous les transcrits, même ceux qui sont exprimés à un niveau faible grâce à 
une étape d’amplification par PCR. Les différentes étapes de cette technique sont 
schématisées sur la Figure 10.   
Les ARN messagers des échantillons à comparer sont extraits et transcrits inverse avec 
des amorces oligo(T) qui permettent de cibler spécifiquement les ARN messagers 
poly(A). Les ADNc obtenus à la suite de cette réaction sont amplifiés de façon aléatoire 
par PCR en utilisant des combinaisons variées d'amorces arbitraires et un nucléotide 
radioactif (déoxyadénosine 5-triphosphate, [!33P]-dATP). Les produits obtenus sont 
séparés sur un gel dénaturant d’acrylamide et visualisés par autoradiographie. La 
différence dans l’expression génique se traduit par l’apparition ou la disparition d’une 
bande dans un échantillon. Une fois repérées, les bandes sont découpées du gel, 
hydratées et les ADNc sont ré-amplifiés par une autre réaction de PCR à l’aide des 
mêmes paires d’amorces que celles utilisées dans le premier PCR. Les produits de cette 
deuxième amplification sont purifiés et sous-clonés dans un vecteur d’expression afin 






Figure 10 Représentation schématique des différentes étapes de la technique de 
Differential Display menant à l’identification de l’Angptl2 dans les CE de patients 
coronariens. 
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3.1.2.2.1. Extraction de l’ARN total  
 
Les cellules hIMAEC d’un même patient ont été cultivées dans des flacons de 75 
cm2, parallèlement en présence et en absence de l’antioxydant NAC (10$M), jusqu'à 
sénescence. Puis, les cellules ont été lavées deux fois au tampon phosphate salin (PBS) 
et les ARN totaux ont été extraits selon les instructions du kit RNeasy Mini kit (Qiagen). 
L’éluat (50-60 $l) obtenu correspond à l’ARN total extrait et a été quantifié par 
spectrométrie NANO-Drop (Thermo Scientific Nanodrop, ND1000), aliquoté et 
conservé à -80°C.  
 
3.1.2.2.2. Réaction de transcription inverse  
 
Cette réaction sert à synthétiser une librairie de brins complémentaires à partir de 
la matrice ARN, c'est-à-dire de créer un brin d'ADNc à l’ARN à l’aide de l’enzyme 
ARN polymérase ADN-dépendant (la reverse transcriptase Moloney Murine Leukemia 
Virus, MMLV). Pour chaque réaction, 2 $g d’ARN total isolé sont mélangés avec 0,1 
$M d’oligo(T), 1 $l du mélange déoxyribonucléotide triphosphate (dNTP, 10 mM) et le 
tout est dilué dans un volume final de 13 $l avec de l’eau RNase/DNase free. Ce 
mélange est dénaturé pendant 15 min à 65°C et mis directement sur la glace pour 5 min. 
Ensuite, 4 $l du tampon de la réaction first strand 5X, 2 $l de dithiothreitol (DTT) et 1 
$l de l’enzyme Reverse Transcriptase MMLV sont rajoutés à l’ARN dénaturé. Comme 
contrôle négatif, une réaction sans l’ajout de l’enzyme MMLV est réalisée pour chaque 
échantillon. La réaction de transcription inverse se déroule selon le protocole suivant : 
10 min à 25°C, 60 min à 42°C et 5 min à 99°C. L’ADN obtenu (concentration ajustée à 








3.1.2.2.3. Réaction de PCR-DD (Polymerase Chain Reaction - 
Differential Display)  
Cette technique comporte deux étapes majeures : l'amplification de l’ADNc 
obtenu par PCR et la séparation des produits obtenus par électrophorèse.  
a) Réaction d’amplification en chaine (PCR)  
Contrairement à la technique de PCR conventionnelle qui emploie des amorces 
spécifiques qui s’hybrident à l’ADN cible, la technique de Differential Display utilise 
des amorces arbitraires et non spécifiques qui permettent d’isoler une collection de 
gènes potentiellement exprimés de façon différentielle. La compagnie Clontech suggère 
dans son protocole (Delta Differential Display kit user Manual) 10 possibilités 
d’amorces arbitraires "sens" (nommées primers P, P1-P10) et 9 possibilités d’amorces 
"antisens" riches en thymidine (nommées primers T, T1-T9) (Tableau III), générant 90 
possibilités de combinaisons d’amorces. De plus, chaque amorce P ou T peut être 
utilisée seule ou avec une autre amorce appartenant à son groupe (sens ou antisens) dans 
le but d’augmenter le nombre des combinaisons d’amorces possibles (55 combinaisons 
additionnelles). Il faut souligner que la combinaison des amorces P et T (ou bien T 
seules) génère des produits PCR dérivés de l’extrémité 3’ de l’ARNm, alors que la 
combinaison des amorces P favorise l’amplification des régions plus internes dans 
l’ARNm. Lors de notre expérience, nous avons utilisé les combinaisons suivantes : 
P4/T3, P3/T8, P8/T8, P3/T3, P3/T4, P8/T3, P4/T4 et P2/T8. Ces combinaisons ont en 







Tableau III Séquence des amorces suggérées par la compagnie Clontech 
La séquence des amorces P (5’-3’) La séquence des amorces T (5’-3’) 
P1 : ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA T1 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA 
P2 : ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATA T2 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAC 
P3 : ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTGG T3 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAG 
P4 : ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG T4 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCA 
P5 : ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG T5 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCC 
P6 : ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG T6 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCG 
P7 : ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG T7 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGA 
P8 : ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG T8 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGC 
P9 : ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG T9 : CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGG 
P10 : ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC  
 
Pour chaque échantillon, l’ADNc obtenu par transcription inverse est dilué (1/5, 1/10, 
1/20 et 1/30) et amplifié dans quatre réactions PCR différentes afin de s’assurer de la 
linéarité de la réponse. De plus, la réaction obtenue avec le contrôle négatif (réaction de 
transcription inverse sans l’ajout de l’enzyme MMLV) est aussi amplifiée par PCR. 
L’enzyme Taq ploymérase régulière possède l’inconvénient d’amplifier l’ADN avec une 
fidélité relativement faible. Il est donc possible d’introduire une erreur à chaque 3000 
paires de base amplifiées et cette possibilité de mutation augmente de façon 
arithmétique après chaque cycle. Pour éviter ce phénomène, l’ADN est amplifié avec 
une enzyme polymérase possédant une grande fidélité (Platinium Taq DNA Polymerase 
high fidelity, Invitrogen).  
La réaction PCR est réalisée sur 1 $l d’ADNc ou 1 $l du contrôle négatif, sur lequel 
sont rajoutés 2 $l du tampon d’enzyme Taq Platinium 10X, 0,8 $l de MgSO4 (50 mM), 
0,2 $l de dNTP (5 mM), 1 $l de l’amorce #1 (P ou T selon la combinaison choisie, à 20 




Taq Platinium, 0,25 $l de [!33P] dATP dans un volume final de 20 $l. L’amplification 
de produit PCR est réalisée dans un thermocycleur Perkin Elmer 9700, avec un cycle de 
5 min à 94°C, 5 min à 40°C et 5 min à 68°C, suivi par deux cycles de 30 sec à 94°C, 30 
sec à 40°C et 5 min à 68°C. L’amplification se déroule sur vingt-trois cycles de 20 sec à 
94°C, 30 sec à 60°C et 2 min à 68°C et un cycle d’élongation finale de 7 min à 68°C. À 
la fin de la réaction de PCR, les produits radioactifs sont soumis à une électrophorèse 
sur gel ou bien conservés à -20°C. 
b) Séparation des produits de PCR par électrophorèse 
Pour analyser l’ADNc sur gel d’acrylamide, 2,5 $l de produit PCR sont mélangés à un 
volume égal du tampon de chargement (Loading buffer) contenant 95 % de formamide, 
0,25 % de bleu de bromophénol et 0,25 % de Xylène Cyanol. Les échantillons sont 
dénaturés 2 min à 94°C et refroidis sur la glace pendant 5 min. 
Les produits de PCR obtenus avec cette technique peuvent avoir des tailles variant entre 
100 pb à 2 kb. Pour obtenir une meilleure résolution et une bonne performance, une 
séparation sur un gel dénaturant d’acrylamide, et non d’agarose, est recommandée. Le 
gel d’acrylamide possède plusieurs avantages : l’acrylamide 1) est capable de 
discriminer de plus petites différences dans la taille des fragments, 2) possède une 
grande capacité, il est possible de séparer jusqu’à 25 $g d’ADN dans un seul puits du 
gel et 3) permet de purifier l’ADN de toute contamination pouvant interférer avec 
l’activité des enzymes de clonage. De plus, l’utilisation des conditions dénaturantes (8 
M d’urée) et la haute température de chauffage empêchent l'ADNc simple brin (surtout 
les régions riches en GC) de former des structures secondaires au cours de la migration, 
confèrant une meilleure séparation.  
L’électrophorèse est effectuée dans un appareil Genomyx LR DNA programmable high 
resolution DNA sequencer (modèle GX100) équipé d’un grand gel de format 61x33 cm 
et de 200 $m d’épaisseur. L’acrylamide utilisé est la forme Ultrapure (Ambion) à une 
concentration de 6% d’acrylamide (w/v) dans une solution bis : acrylamide (19:1) et 8 
M d’urée, le tout dans un tampon TBE 1X (Tris-borate-EDTA) contenant 90 mM de 
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Tris-base, 90 mM d’acide borique et 2 mM d’EDTA (pH 8,0). Dans un volume de 100 
ml d’acrylamide 6%, sont ajoutés 800 $l de la solution 10 % d'ammonium persulfate et 
80 $l de TEMED. La polymerisation de l’acrylamide se fait en 45 min. Cinq $l de 
chaque échantillon préparé précédemment sont déposés dans chaque puits du gel et sont 
soumis à une migration pendant 4 h (à 50 °C, 100 W et 2700 V) dans un tampon de 
migration TBE (1 X dans la chambre inférieure et 0.5 X dans la chambre supérieure). 
Dans un gel dénaturant de polyacrylamide (6%), le bleu de bromophénol migre à la 
hauteur de 50 pb et le Xylène Cyanol migre à 200 pb. Après 4 h de migration, la ligne 
bleue qui correspond au bromophénol sort du gel alors que celle du Xylène Cyanol s’est 
rendue à la moitié du gel. Ensuite, le gel est séché dans le système pendant 35 min à 
50°C, lavé avec un excès d’eau pour enlever l’urée et ce cycle de séchage et de lavage 
est répété trois fois. Finalement, le gel est exposé à un film Bio-Max (Kodak) et est 
enfermé dans une boîte noire toute la nuit à température de la pièce. Après la révélation 
du film et l’analyse des résultats obtenus, le film d'autoradiographie est parfaitement 
superposé sur le gel. Sous la lumière d’une plaque luminescente, les bandes radioactives 
sont repérées, hydratées avec 0,5 $l d’eau stérile et récupérées au moyen d’une lame de 
scalpel au fond d’un tube collecteur stérile. Pour s’assurer que les bandes d’intérêt ont 
bien été récupérées, le gel est ensuite réexposé sur un nouveau film et l’absence du 
signal est vérifiée par autoradiographie. 
c) Ré-amplification des bandes d’intérêt par PCR  
Nous nous sommes intéressés aux bandes dont l’expression a disparu suite au traitement 
chronique des hIMAEC avec le NAC: 10 bandes (D1-D10) ont été choisies (voir Figure 
17, section Résultats 3.1.3). En théorie, chaque bande correspond à un seul gène, mais il 
peut arriver que les bandes se chevauchent, surtout si leurs poids moléculaires sont très 
proches. La seule façon d’isoler les différents produits trouvés dans une bande 
d'acrylamide est de les sous-cloner. Pour cela, les bandes d’acrylamide sont réamplifiées 
une seconde fois par une réaction PCR dans un volume final de 40 $l. Les conditions 
d’amplification sont identiques à celles précédemment décrites, à ceci près que l’ADN 
est « encagé » dans l’acrylamide et que son volume dans la réaction d’amplification est 




Les fragments amplifiés par PCR (40 $l) sont repris dans un tampon (loading buffer) 
(15 $l) composé de 60 % de glycérol, 60 mM d’EDTA (pH 8,0), 60 mM de Tris-base 
(pH 8,0) et 0,05 d’Orange G. La totalité du volume est ensuite analysée par 
électrophorèse en gel d’agarose de 1 % préparé dans un tampon Tris-Acétate-EDTA 
(TAE) 1 X (40 mM de Tris-base, 1 mM de Na2EDTA et 0.1% d’acide acétique glacial) 
et contenant 1 $g/ml de bromure d’éthidium. Les poids moléculaires des différents 
produits sont estimés par un marqueur de taille connue qui est déposé sur le gel en 
même temps que les échantillons de PCR. La migration s’opère à un voltage constant de 
100 V pendant 35 min ou jusqu’à la sortie de la couleur orange du gel. Les produits 
amplifiés sont visualisés sous UV grâce à la fluorescence du bromure d’éthidium qui 
s’interpose entre les paires de bases dans l’ADN. L’exploitation des données obtenues 
(Figure 11) est réalisée avec le logiciel Quantity One sur un appareil GelDoc (BioRad). 
Bien entendu, comme les UV peuvent créer des mutations inutiles dans l’ADN, le temps 







Figure 11 Les produits obtenus par la réaction de PCR ont été séparés sur gel d’agarose 
de 1%.  
Chaque bande présentée (D1-D10) correspond à une bande isolée du grand gel 
d’acrylamide. Ces bandes, dont l’expression a disparu suite au traitement chronique des 
hIMAEC avec le NAC, sont seulement présentes dans les CE sénescentes. 
 
Les bandes d’agarose sont ensuite extraites du gel d'agarose, coupées sous la lumière 
UV et purifiées à l’aide d'une colonne de purification QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen) selon le protocole proposé par le fournisseur. Brièvement, la bande d’agarose 
est pesée (en mg) et y sont rajoutés 3 X le volume en tampon QG du kit. Pour faire 
dissoudre l’agarose, le mélange est incubé 15 min à 50°C et fréquemment inversé. Sur 
ce mélange, 1 X volume d’isopropanol est rajouté afin de précipiter l’ADN. 
L’échantillon est passé sur la colonne du kit (QIAquick column) et le filtrat est jeté. La 
colonne est ensuite lavée avec 500 $l du même tampon QG et incubée 15 min à 
température pièce avec 750 $l du tampon PE du kit (supplémenté avec 4 X volume 
d’éthanol). Le filtrat est jeté et la colonne est séchée en centrifugeant 3 min à la vitesse 




d’ADN (en ng) qui se trouve dans 1/20 du volume (3,5 $l) du produit de purification est 
estimée sur un gel d’agarose (1%) en fonction de son intensité de fluorescence par 
rapport au marqueur de masses et tailles connues (Figure 12).  
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Figure 12 Estimation sur un gel d’agarose (1%) de la concentration d’ADN obtenue 
suite à l’étape de purification.  
 
3.1.2.3. Ligation de l’ADN dans le vecteur pCRII 
La ligation est la création de liaisons entre les extrémités de l'ADN et les extrémités 
d’un vecteur d’expression linéarisé, dans le but d’insérer un ADN à l’intérieur de ce 
vecteur et de permettre son expression dans des bactéries.  
Le vecteur de clonage et d’expression que nous avons utilisé est le vecteur pCRII. Ce 
vecteur contient, en aval du promoteur à inductibilité maintenue (SP6), un polylinker 
contenant des sites d’insertions. Il contient aussi un gène de résistance à la néomycine et 
un autre à la kanamycine (une carte de restriction du vecteur est schématisée dans la 
Figure 13). L’ajout de l’un de ces antibiotiques dans le milieu de culture bactérien 
permet de sélectionner les bactéries transformées. De plus, le vecteur contient un opéron 
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lactose %Lac Z% qui code pour l’enzyme &-galactosidase et qui convertit le X-Gal 
(galactose) en substrat de couleur bleue. Le clonage de l’insert au milieu du gène LacZ 
empêche son expression, la colonie reste donc blanche. Ceci représente une étape 
additionnelle de sélection des colonies contenant l’insert d’intérêt.  
Pour favoriser la réassociation entre l’insert et le vecteur, il est crucial de respecter un 
rapport de quantité moléculaire entre les deux produits, en d’autres mots, la quantité 
d’ADN à lier (l’insert) doit être en excès par rapport aux molécules de vecteur linéarisé. 
Cependant, un large excès d’insert peut diminuer l’efficacité de la ligation. Pour cela, 
une estimation des quantités optimales à utiliser est nécessaire et possible grâce à la 
formule suivante :  
Mng PCR = [(Tpb PCR) X (Mng Vect)] / Tpb Vect 
où Mng PCR est la masse en ng du produit PCR estimée précédemment, Tpb PCR la taille 
en paires de bases du produit PCR, Mng Vect la quantité en ng du vecteur nécessaire 
pour la réaction et Tpb Vect la taille en paires de bases du vecteur linéaire. 





Figure 13 Carte de restriction du vecteur pCRII.  
La carte représente les sites de coupure qui se trouvent à l’intérieur du gène codant pour 
la protéine LacZ et les gènes qui codent pour la résistance aux antibiotiques ampicilline 
et kanamycine. 
(Tiré du site internet http://ymbc.ym.edu.tw/est/pcrii_map.pdf). 
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Dans notre expérience, l’ADN purifié a été inséré dans le vecteur linéaire pCRII entre le 
site EcorI et le site du polylinker. Pour ce faire, 1 $l du produit PCR est combiné à 2 $l 
du vecteur pCRII, 1 $l de l’ADN ligase du phage T4, 1 $l de son tampon spécifique et 
le volume de la réaction est ramené à 10 $l avec de l’eau stérile. La réaction de ligation 
se déroule toute la nuit à 14°C. À la fin de cette étape de ligation, le produit obtenu est 
un ADN circulaire qui pénètre facilement à l’intérieur des bactéries compétentes et qui 
contient l’insert d’intérêt (Figure 14). 
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Fragment d’ADN à cloner 
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3.1.2.4. Transformation du pCR II dans les bactéries 
Pour amplifier le vecteur d’expression, nous avons utilisé comme système hôte, une 
souche de bactéries Escherichia coli dépourvues des enzymes de restriction, les 
bactéries compétentes DH-5!. La transformation du vecteur plasmidique dans ces 
bactéries est réalisée par choc thermique. Puis, les bactéries sont mises en culture pour 
former des colonies. Chaque colonie correspond à un ensemble de bactéries identiques 
provenant de la même bactérie à l’origine. L’ADN amplifié de cette façon est isolé et 
identifié par séquençage. 
Pour ce faire, 50 $l de bactéries DH-5! sont mises 15 min sur la glace, y sont rajoutés 2 
$l du produit de ligation et le mélange est incubé 30 min sur glace. Cette étape a pour 
but d’absorber l’ADN exogène sur la paroi de la bactérie grâce à la présence des 
récepteurs qui lient l’ADN. Ce dernier s’incorpore dans la bactérie suite à un choc 
thermique, en incubant le mélange (bactérie + ADN) 45 sec à 42°C, suivi par deux 
minutes sur la glace. Deux cent cinquante $l du milieu Super Optimal Broth C (SOC) 
(20 g/l de Bacto-tryptone, 5 g/l de Bacto-yeast extract et 0,5 g/l de NaCl, pH 7,0) sont 
rajoutés au mélange et le tube est incubé pendant 1 h à 37°C sous agitation douce. Deux 
Pétris contenant du milieu de culture bactérien Lysogeny broth (LB)/Agar complété en 
antibiotique (10 g/l de Bacto-tryptone, 5 g/l de Bacto-yeast extract et 10 g/l de NaCl, 15 
g/l d’agar, 100$g/ml d’ampicilline, pH 7,0) sont recouvertes d’une solution de X-Gal 
(20 mg/ml). Par la suite, 20 et 80 % du volume de la suspension bactérienne (après avoir 
été centrifugée) sont étalés sur les surfaces de ces Pétris. Après une nuit de culture, au 
moins 10 colonies blanches par condition (10 colonies dérivées de chaque produit PCR) 
sont sélectionnées pour une prochaine étape d’amplification. Les colonies choisies sont 
récoltées avec un cure-dent stérile et ré-amplifiées dans du milieu LB supplémenté en 
ampicilline (15 ml/colonie) toute la nuit à 37°C sous une agitation rigoureuse. Le milieu 
de culture est centrifugé 30 min à 3000 tours/minute et l’ADN plasmidique est extrait 
des bactéries avec le kit QIAprep Miniprep (Qiagen) en suivant les instructions du 
fournisseur. L’ADN circulaire (le vecteur) est élué dans un volume de 60 $l du tampon 
d’élution.  
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Dans le but de sélectionner les vecteurs qui contiennent l’insert et exclure le cas où le 
vecteur a été fermé sur lui-même sans insérer l’ADN, nous avons vérifié la présence de 
l’insert en digérant le vecteur obtenu avec la même enzyme choisie pour créer les sites 
de ligation (section 3.1.2.3). Dans notre expérience, le vecteur pCRII est linéarisé avec 
l’enzyme EcoRI qui ne coupe pas à un autre site dans le vecteur. Pour ce faire, une 
digestion avec EcoRI est effectuée. Cette étape est réalisée en ajoutant 3 $l de l’ADN 
extrait avec le kit à 1 $l du tampon d’EcoRI, 1 $l de l’albumine de sérum bovin (BSA) 
(1 mg/ml), 0,75 $l de l’enzyme EcoRI et 4,25 $l d’eau stérile (pour avoir un volume 
final de 10 $l). La réaction se déroule pendant 2 h à 37°C. Ensuite, 3 $l du tampon de 
chargement sont rajoutés au produit de la digestion (pour un total de 13 $l) et chargés 
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Figure 15 ADN plasmidiques isolés des colonies et digérés avec l’enzyme EcoRI. Les 






Une bande récupérée suite à la technique de Differential Display donne dix inserts qui 
peuvent ne pas être identiques. La Figure 15 montre un exemple de deux bandes 
obtenues par Differential Display (D1 et D2). Les résultats de la ligation montrent que la 
bande D1 (~1.4 kb) produit dix inserts avec des poids moléculaires identiques, ce qui 
augmente la probabilité d’avoir un produit unique dans les dix vecteurs. Au contraire, la 
bande D2 (~850 pb) donne des inserts de poids moléculaires différents. Nous avons 
sélectionné quelques bandes (2 à 3 possibilités par bande d’acrylamide) pour les faire 
séquencer à l’université Laval (service de séquençage). Une fois la séquence 
nucléotidique obtenue, une recherche par Blast a été effectuée en comparant la séquence 
identifiée à celles qui se trouvent dans la base de données.  
Le programme de Blast est disponible sur le site du National Center for Biotechnology 
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Puisqu’il est impossible de séquencer tous les produits obtenus (10 bandes d’acrylamide 
X 10 inserts par bande = 100 produits) et que le seul critère considéré pour séquencer 
certains produits était une différence au niveau de leur poids moléculaire (ce qui ne 
suffit pas pour donner de l’intérêt à un produit plus qu’à un autre), il a aussi été 
nécessaire de valider que les produits de même poids moléculaire étaient identiques. 
Pour cela, tous les vecteurs (10 par bande d’acrylamide) ont été digérés avec des 
enzymes de restriction spécifiques selon le séquençage obtenu. La recherche des 
enzymes qui digèrent spécifiquement l’insert obtenu est effectuée à l’aide du logiciel 
Clone Manager. L’analyse de la séquence obtenue pour la bande D1 montre qu’elle peut 
être coupée par l’enzyme HindIII à deux sites en générant des produits à 4131 + 628 pb 
ou à 4485 + 274 pb. La bande D2, elle, peut être coupée avec l’enzyme BamHI en 
donnant les produits suivants : 4365 + 324 pb ou 4217 + 472 pb. La Figure 16 montre 
les produits de la bande D1 coupés avec l’enzyme de restriction HindIII et les produits 
de la bande D2 coupés avec BamHI. Il est clair que la bande D1 révèle des produits 
différents (le produit du puit # 7 ne se coupe pas avec l’enzyme BamHI, il est donc à 
séquencer), alors que la bande D2 révèle les produits attendus. Tous les vecteurs qui 





Figure 16 ADN plasmidiques isolés des colonies et digérés avec les enzymes de 
restriction spécifiques.  
Les ADN des dix colonies de la bande D1 ont été digérés avec l’enzyme HindIII alors 
que ceux de la bande D2 ont été digérés avec BamHI. Les produits de la digestion ont 
migré sur un gel d’agarose de 1 %. 
 
Une fois l’analyse par le programme Blast effectuée sur tous les produits obtenus, nous 
avons identifié une vingtaine de protéines dont l'expression est réprimée avec le 
traitement au NAC. Une liste de tous les gènes identifiés par Differential Display-PCR 







3.1.2.5. Quantification de l’expression génique par PCR en temps réel 
(QPCR) 
 La technique de PCR est utilisée pour détecter le niveau d’ARN ou d’ADN dans un 
échantillon. Théoriquement, la quantité de l’amplicon est doublée après chaque cycle de 
PCR, mais en pratique cette relation n’est pas linéaire et elle est limitée par plusieurs 
paramètres tels que l’efficacité de l’enzyme qui diminue avec le changement de la 
température, la disponibilité des matériaux dans la réaction et la compétition entre la 
renaturation des amplicons et l’hybridation des amorces. Le développement de la 
technique PCR en temps réel (QPCR) a éliminé les variations reliées à la réaction de 
PCR conventionnelle (semi-quantitative), car la technique de QPCR permet de suivre la 
progression de la réaction à chaque cycle et de faire la quantification dans la phase 
linéaire où le taux d’amplification est reproductible. Pour cette réaction, il faut utiliser 
un émetteur fluorescent (SYBR Green) qui se fixe aux molécules d’ADN double brin et 
c’est l’augmentation du signal d’émission qui indique la progression du processus 
d’amplification de l’ADN.  
 
3.1.2.5.1. Production du brin d’ADN complémentaire  
Nous avons quantifié le niveau d’expression du gène de l’Angptl2 dans le but de 
confirmer sa répression observée par Differential Display dans les hIMAEC traitées 
avec le NAC. Pour ce faire, il est nécessaire de mettre au point les conditions 
d’amplification du point de vue de la spécificité et concentration des amorces, de la 
linéarité de la réaction et de la température optimale de la réaction d’amplification. Nous 
avons choisi les amorces (Tableau IV) à l’aide du programme Clone Manager en 
respectant les critères de sélection: les amorces doivent se situer dans deux exons 
différents séparés par un intron de grande taille. La spécificité des amorces a été vérifiée 
par le programme Blast et confirmée par la présence d’un simple produit dans la 
réaction d’amplification ainsi que par séquençage. La linéarité de la réaction a été 
confirmée à l’aide d’une courbe standard de concentrations croissantes d'ADNc (de 0.1 
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à 50 ng) et de différentes concentrations des amorces. Une efficacité située entre 95 et 
110 % est nécessaire lorsqu’on utilise une concentration optimale d’amorces.  
 
Tableau IV Séquence des amorces utilisées en QPCR 
Gènes La séquence des amorces sens La séquence des amorces antisens 
hAngptl2 TGAAGCCGGAGAACACCAAC CAGCCAGTATTCGCCGTCAA 
GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGA CATTGATGACAAGCTTCCCG 
La copie d'ADNc de l’ARN est obtenue par la réaction de transcription inverse décrite 
précédemment en utilisant 500 ng d’ARN total. Pour effectuer la réaction 
d’amplification par QPCR, 10 ng de chaque échantillon d’ADNc (à l’exception du gène 
GAPDH qui est utilisé à 1 ng) sont dilués dans 10 $l d’eau, mélangés avec 2 $l des 
amorces sens et antisens (concentration déterminée par la courbe standard), 12,5 $l de 
SYBR Green PCR master mix et 0,5 $l de ROX pour un volume total de 25 $l. Chaque 
échantillon est amplifié en duplicata. Comme contrôle négatif, pour chaque paire 
d’amorces, une réaction avec de l’eau est effectuée. Les réactions de différents 
échantillons sont amplifiées sur une plaque à 96 puits, dans l’appareil de MxPro 3005P 
selon le protocole suivant : 10 min à 95°C, 40 cycles de : 30 sec à 95°C, 1 min à 60°C 
(la température optimale a été choisie par la courbe standard) et 1 min à 72°C et un 
cycle additionnel (la courbe de dissociation) de 1 min à 95°C, 30 sec à 55°C et 30 sec à 
95°C. Ce dernier cycle sert à valider la présence d’un produit unique à la fin de la 
réaction d’amplification.  
Pour l’analyse des résultats, le GAPDH est utilisé pour contrôler la quantité d’ADNc 
amplifiée; ainsi une normalisation par rapport à sa quantité permet d’éviter toute faute 
engendrée par l’estimation erronée de la concentration d’ARN. Pour chaque expérience 
(plaque), un échantillon calibrateur a été sélectionné afin de comparer l’expression 






a) Effet d’un traitement chronique au NAC sur le profil d’expression génique des 
hIMAEC 
Les deux populations de cellules à comparer étaient 1) des hIMAEC sénescentes ayant 
atteint la limite de leurs capacités réplicatives (cellules contrôles, n=2 donneurs) et 2) les 
mêmes hIMAEC provenant des mêmes donneurs, traitées avec le NAC et toujours 
réplicatives, avec un niveau de sénescence minimal (cellules NAC, n=2). 
L’analyse par autoradiographie des fragments nucléotidiques amplifiés par PCR et 
séparés sur un gel dénaturant d’acrylamide, démontre clairement qu’un traitement 
chronique avec le NAC résulte en un changement fondamental de l’expression de la 
majorité des gènes présents dans la cellule (Figure 17). Nous nous sommes concentrés 
sur les gènes réprimés (D1-D11) ou surexprimés (U1-U15) en présence du NAC, afin 
d’être isolés et identifiés par clonage moléculaire.  
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Figure 17 Profil des variations géniques observées par Differential Display dans des 
hIMAEC sénescentes (Contrôle) ou traitées avec le NAC et non sénescentes (NAC). 
L’ARNm a été extrait de deux échantillons de hIMAEC traitées (NAC 1 et NAC 2) ou 
pas (Contrôle 1 et Contrôle 2) avec le NAC, converti en cDNA par une réaction de 
transcription inverse (RT) et chaque cDNA a été amplifié à quatre différentes dilutions 
(1:2, 1:5, 1:10 et 1:30). La spécificité des produits obtenus a été confirmée avec une 
réaction de RT en absence du MMLV (Contrôle Négatif, NC). Les produits de PCR ont 
été séparés selon des critères de taille sur un gel de polyacrylamide dénaturant de 4%. 
Sur la figure, les flèches représentent des exemples de gènes dont l’expression a été 




Notons qu’à cette étape de l’expérience, nous ne pouvons pas indiquer la bande 
correspondant au gène de l’Angptl2 parce qu’une bande sur le gel d’acrylamide ne 
correspond pas nécessairement à un seul gène. De plus, l’amplicon obtenu suite à cette 
étape de la technique de Differential Display ne reflète pas la taille réelle du gène en 
question. 
 
b) Identification des différents gènes dont l'expression disparait en présence du NAC 
Nous avons optimisé des techniques de clonage moléculaire qui ont été appliquées sur 
les 11 fragments nucléotidiques réprimés en présence de NAC (D1-D11) extraits du gel. 
Le Tableau V regroupe l’identification ainsi que le numéro de locus de chacun des 
gènes, selon les analyses réalisées avec le programme de comparaison des séquences 
Blast et le site de NCBI disponible sur le site du National Center for Biotechnology 
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  
Étant donné que plusieurs gènes peuvent donner naissance à des amplicons de tailles 
apparemment égales sur le gel d’acrylamide, il est tout à fait possible d’identifier 
plusieurs produits à partir de la même bande originale d’acrylamide. De ce fait, nous 
avons identifié 21 gènes réprimés par le NAC (voir Tableau V) à partir des 11 bandes 











Tableau V Différents gènes identifiés par Differential Display dont l’expression est 
réprimée par le NAC dans les hIMAEC.  
 
Clone D : Clone identifié à partie de la bande qui disparaît (D pour disparaitre) en 
présence du NAC ; les références des locus génomiques sont présentées selon 
l’identification actuelle du site du National Center for Biotechnology Information.  
 
c) Validation du résultat obtenu en Differential Display 
Le changement relatif de l’expression du gène d’Angptl2 observé par Differential 
Display a été validé par la technique de PCR en temps réel (QPCR) sur des CE cultivées 




traitement avec NAC diminue significativement le niveau d’ARNm de l’Angptl2 (une 
baisse de 50 % , Figure 18). Ces résultats suggèrent que l’Angptl2 est fortement 
exprimée dans les CE sénescentes dans un environnement pro-oxydant, alors qu'un 





Figure 18 L’expression génique de l’Angptl2 dans les hIMAEC est diminuée par un 
traitement chronique avec le NAC 
Un traitement chronique avec l’antioxydant NAC réduit l’expression de l’ARNm de 
l’Angptl2 dans les hIMAEC. L’expression de l’ARNm de l’Angptl2 a été mesurée avec 
le cDNA extrait des cellules hIMAEC sénescentes non traitées (Contrôle) versus des 
cellules prolifératives suite au traitement avec le NAC (NAC). L’abondance de 
l’expression d’ARNm de l’Angptl2 a été rapportée au niveau d’ARNm du gène 
GAPDH. Les valeurs représentent la moyenne ± erreur standard à la moyenne (SEM, n 
= 17 pour chaque groupe), et *: p<0.05 versus la condition Contrôle. 
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3.1.4. Discussion 
Les techniques de Differential Display et de clonage moléculaire ont permis 
l’identification de 21 gènes réprimés dans les CE traitées chroniquement avec le NAC 
(Tableau V). Nous devons mentionner que le choix de ces gènes a été effectué de façon 
arbitraire et sans aucun critère de sélection. Les gènes identifiés codent pour des 
protéines impliquées dans la régulation de plusieurs processus biologiques: nous avons 
identifié des gènes régulateurs de la transcription (les facteurs de transcription inhibant 
le processus d’apoptose, le facteur de transcription neurotrophique ciliaire), des 
constituants de structure (la nucléoporine), des gènes ribosomaux (la protéine 
ribosomale L9), des gènes impliqués dans le "trafficking" cellulaire (la calpastatine, la 
protéine de localisation nucléaire 4, les protéines vacuolaires 35) et le deuxième membre 
de la famille des angiopoiétines-like, l’Angptl2. 
Nous avons précédemment démontré que le NAC ralentit l'entrée en sénescence des CE 
caractérisées, en début de culture, par un faible niveau de dommages cellulaires (Voghel 
et al., 2008b). Autrement dit, les cellules qui, en début de culture, ont un bon niveau de 
défense antioxydante et des télomères longs, bénéficient à long terme d'un traitement au 
NAC en réduisant la production des ROS et en activant la télomérase, l’enzyme 
responsable d’allonger la séquence télomérique de l’ADN (Voghel et al., 2008b). Au 
contraire, le NAC n’a pas empêché l'entrée en sénescence des cellules ni le 
raccourcissement de leurs télomères si les dommages oxydatifs en début de culture 
étaient irréversibles (Voghel et al., 2008b). Dans cette étude, nous avons choisi d’étudier 
l’expression génique différentielle dans la sous-population de CE qui répondaient 
positivement au NAC. De façon intéressante, l'antioxydant a profondément modifié le 
programme transcriptionnel de plusieurs gènes dans les cellules hIMAEC (Figure 17 et 
Tableai V). Ces résultats concordent avec plusieurs analyses faites par puce à ADN 
(micro-arrays) qui démontrent qu’un traitement au NAC, même pour quelques heures, 
déclenche une profonde modification de l’expression génique au sein de la CE, 
modification qui est sans doute responsable de l’apparition ou de la disparition de 
nouvelles protéines dont la présence/absence modifie la réponse cellulaire (Zafarullah et 




Notre étude par Differential Display révèle que l'Angptl2 est réprimée par le NAC. Pour 
valider cette observation, nous avons synthétisé des amorces spécifiques à l’Angptl2 
(Tableau IV) et confirmé par QPCR l’effet inhibiteur du NAC sur l’expression du gène à 
l’Angptl2 (Figure 18). Ces résultats démontrent que l’Angptl2 est deux fois plus 
exprimée dans les CE sénescentes et dans un environnement pro-oxydant. En 2006 
(l’année où notre étude a été réalisée), la fonction physiologique de l’Angptl2 était peu 
connue. Les recherches effectuées sur l’Angptl2 faisaient à l'époque état de sa fonction 
angiogénique (Kim et al., 1999b; Kubota et al., 2005a; Kubota et al., 2005b), de sa 
fonction anti-apoptotique dépendante de la voie phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) / 
Akt (sérine thréonine kinase) et de son implication dans le développement vasculaire 
(Kubota et al., 2005a), sans toutefois identifier le récepteur responsable de transmettre 
les signaux. Toutes ces données suggèrent que l’Angptl2 exerce un rôle clé au niveau 
vasculaire. 
En conclusion, cette étude comparative nous a permis d’identifier des dizaines de gènes 
dans le génome possédant des promoteurs régulés (indirectement) par l’antioxydant 
NAC. L'Angptl2, fortement exprimée dans les CE sénescentes, est réprimée par le NAC. 
Nous avons validé par QPCR qu’un traitement pharmacologique avec le NAC réduit 
l’expression de l’Angptl2 dans des CE prolifératives isolées chez des patients 
coronariens, en comparaison avec les CE sénescentes issues d’un même patient. 
L’ensemble de nos données permet de proposer l’hypothèse selon laquelle l’Angptl2 est 
un facteur angiogénique induit par l’hypoxie et/ou les radicaux libres dans un contexte 
d’athérosclérose. Pour valider notre hypothèse, des études in vitro ont alors été initiées 
sur des CE en culture très endommagées, isolées de patients coronariens fumeurs et 
souffrant de maladie pulmonaire obstructive chronique (voir la section 3.2). De plus, des 
études in vivo ont été réalisées dans un modèle de souris athérosclérotique afin de 
vérifier l'existence d'une relation entre la synthèse d’Angptl2 et l’athérosclérose (voir 
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Age-associated telomere shortening leads to replicative senescence of human 
endothelial cells (EC). Risk factors for cardiovascular diseases (CVD) accelerate ageing, 
while there is a concomitant rise in oxidative stress known to promote stress-induced 
senescence (SIS) in vitro. Of all risk factors for CVD, smoking is most associated with 
the development of inflammation and accelerated atherosclerosis due to a prooxidant-
antioxidant imbalance. We tested the hypothesis that SIS predominates in EC isolated 
from chronic smokers with premature atherosclerosis undergoing coronary artery bypass 
graft surgery (CABG). We isolated and cultured EC from segments of internal 
mammary arteries from smoker, former smokers and nonsmoker coronary patients. 
Senescence of EC was induced by serial passage and quantified by the measurement of 
telomere length and senescence-associated "-galactosidase activity. Compared to non 
smokers, smoker patients were 10 years younger at the time of CABG, evidence of 
premature atherosclerosis. Cellular senescence was independent of telomere length and 
directly related to oxidative damage. EC exhibited higher expression levels of markers 
of oxidative stress (lipid peroxydation level and caveolin-1 mRNA), inflammation 
(angiopoietin-like 2 mRNA), hypoxia (vascular endothelial growth factor (VEGF)-A 
mRNA) and cell damage (p53 mRNA). In conclusion, a high oxidative stress 
environment in EC isolated from atherosclerotic chronic smokers predisposes to SIS 
rather than replicative senescence. 
 
Key words: smoking, atherosclerosis, oxidative stress, caveolin-1, stress-induced senescence, 





Free radical-dependent cellular damage remains the basis of the theory of ageing 
(Harman, 1956). Thus, any risk factor for cardiovascular disease (CVD) that magnifies 
the age-associated rise in free radical production by would accelerate the ageing process. 
At the cellular level, ageing leads to senescence (Ben-Porath et al., 2005; Ben-Porath et 
al., 2004a). We previously proposed that in cultured endothelial cells (EC) isolated from 
coronary patients, there was an interplay between the two major pathways of senescence 
(Voghel et al., 2007) -replicative senescence, due to telomere shortening following cell 
divisions, and stress-induced senescence (SIS)- which together contributed to the 
premature senescence of diseased EC. The duration of exposure to risk factor for CVD, 
rather than the biological age of the donor, predicted the onset of senescence (Voghel et 
al., 2007). We also reported that in EC from coronary patients, oxidative stress was a 
major contributor of stress-induced senescence, as a chronic antioxidant treatment could 
temporally delay the onset of senescence (Voghel et al., 2008a). 
Of all of the risk factors, smoking is the one that produces the most free radicals, 
both acutely and chronically (Nicita-Mauro et al., 2008). Cessation of smoking (Kondo 
et al., 2004); (Wannamethee et al., 2005) and antioxidant therapy (Heitzer et al., 1996) 
improve endothelial function in smokers, suggesting a role for increased levels of 
oxygen-derived free radicals (Barua et al., 2003). In coronary artery disease, cigarette 
smoking causes injury to the vascular endothelium by direct cytotoxicity, leading to 
premature endothelial dysfunction (Blann et al., 1993); (Ambrose et al., 2004 ). 
Premature inflammation, atherosclerosis and cardiovascular death are also reported in 
smokers (Nicita-Mauro et al., 2008). We therefore hypothesized that in vivo chronic 
exposure to tobacco, which contains mitogenic, carcinogenic and oxidative molecules, 
predominantly lead, in vitro, to SIS of human vascular EC. We found that among 
patients with severe coronary artery disease, chronic smokers patients underwent 
coronary artery bypass graft surgery (CABG) 10 years earlier than nonsmokers. In 
addition, EC isolated from coronary smokers displayed, early in culture, unique markers 
of oxidative stress and cell damage that in turn, predisposed EC to oxidative stress-
dependent senescence, rather than to telomere-dependent senescence.
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Materials and Methods  
Clinical profile of the donors 
 Segments of human distal internal mammary arteries (IMA) that were discarded 
during CABG (n=86) were harvested with low electrocautery energy and excised with 
cold scissors. Collection of the samples was blind. Appropriate standards for human 
experimentation were followed, the study was reviewed and approved by our 
institution’s ethics review committee and the patients gave informed consent.  
According to notes in their clinical file, donors were divided into active smokers (n=26), 
former smokers (n=40) and nonsmokers (n=20). Information on cigarette consumption 
(packages smoked per year) was not available, among the patients, 27% (7/26) had 
chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The group of former smokers was 
heterogeneous since the duration of smoking cessation ranged from 0.1 to 30 years 
(average of 13.5±1.9 years); among them 22.5% (9/40) suffered from COPD. Only one 
patient had COPD. 
 
Culture of EC 
Endothelial cells were isolated from human internal mammary arteries, cultured and 
characterized as previously described elsewhere (Voghel et al., 2007). Cells were 
incubated in Dubelcco’s modified Eagle medium supplemented with 10% foetal bovine 
serum, 10% calf serum, 1% penicillin-streptomycin, 90 $g/ml sodium heparin salt 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, Missouri, MO, USA), 60 $g/ml EC growth supplement 
(Becton Dickinson, Mississauga, ON, Canada), and 100 U/ml fungizone (Gibco, 
Burlington, ON, Canada), at 37oC in a 95% air/5% CO2 incubator. EC were serially 
passaged until senescence was reached. For some experiments (oxidative stress, intrinsic 
antioxidant capacities estimation, initial gene expression, initial telomere length) 
passage 2 was used. 
Cells were collected for senescence-associated b-galactosidase staining (SA-b-Gal, 
(Dimri et al., 1995; Voghel et al., 2007), for DNA (Southern blotting), and RNA (real-




(ROS) measurement; some cells were plated on coverslips for immunostaining. Before 
replating, cells were counted and the population doubling level (PDL) was calculated.  
Telomere length measurement 
 Cells were grown in 75 cm2 flasks at early (passage 2) and subsequent passages until 
replicative senescence was reached. DNA extraction was performed with a 
phenol/chloroform/isoamyl alcohol technique, precipitated using ethanol 95% and 
dissolved in Tris-HCl (10 mM, pH 8.6). Restriction fragments length (RFL) were 
quantified using a Southern blot technique (Voghel et al., 2007). 
Real-time RT-PCR 
 Total RNA (EC at passage 2) was isolated using RNeasy kit (Qiagen, Mississauga, 
ON, Canada) and was reverse-transcribed into first-strand complementary DNA by 
MMLV reverse transcriptase, using random hexamer primers designed by Primer 
Express (version 2.0). Real-time PCR was carried out on diluted RT products using the 
DNA-binding dye SYBR Green I to detect PCR products (Mx3005P system, Stratagene, 
La Jolla, CA, USA) according to the manufacturer’s instruction. Serial dilutions (100ng 
to 1pg) of total RNA isolated from commercially available human aortic EC (Cambrex, 
Walkersville, MD, USA) were used as standard (Table 1). The mRNA level in each 
sample was calculated relative to GAPDH. PCR was performed at 95°C for 10 minutes, 
and then for 40 cycles at 95°C for 30 seconds and 55oC for 1 minute and 72°C for 30 
seconds. A final dissociation cycle was done at 95°C for 1 minute, 55°C for 30 seconds 
and 95°C for 30 seconds.  
The following primers designed by primer express (Version 2.0) were used in order 
to quantify gene expression of caveolin-1, ATM, angiopoietin-like 2 (ANGPTL2), 









Table 1. Sequence of primers (5’'3’) used in qRT-PCR. 
Primers Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 
Caveolin-1 GCTGAGCGAGAAGCAAGTGT TGGTGAAGCTGGCCTTCCAA 
ATM GGCAGCTGATATTCGGAGGA CATCTTGGTCACGACGATAC 
ANGPTL2 GCAATGCGGGTGACTCCTT TACCAGGACGGAGTCTA 
VEGF-A GAGGGCAGAATCATCACGAA AGGAGTCCAACATCACCATG 
p53 TGAGGTTGGCTCTGACTGTA TTCTCTTCCTCTGTGCGCCG 
GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGA CATTGATGACAAGCTTCCCG 
 
Immunofluorescence  
Immunostaining was used (EC at passage 2) to assess the expression and sub-
cellular localization of 4-hydroxy-nonenal (HNE) (rabbit polyclonal anti-HNE, 1:200, 
Alpha Diagnostics, San Antonio, Texas, USA), a marker of lipid peroxidation. DNA 
counterstaining was performed by incubating EC with TOPRO-3 (2$M; Molecular 
Probe, Burlington, ON, Canada). Negative controls were performed by omitting the 
primary antibodies during the protocol. Cells were visualized using a confocal 
microscope (Zeiss LSM 510 confocal microscope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). 
Semi-quantitative analysis was performed by measuring the average total fluorescence 
intensity from 4-5 different pictures from the same coverslip (Voghel et al., 2008a). 
Values are expressed in arbitrary units (a.u.) of fluorescence corrected by the number of 
cells. 
 
Intrinsic antioxidant capacities estimation 
5-(and -6) – chloromethyl - 2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester 
(CM-H2DCFDA, Molecular Probes, Burlington, ON, Canada) was used as a non-
specific marker of reactive oxygen species. Living EC (passage 2) were loaded with 
5$M of CM- H2DCFDA (in physiological salt solution) for 30 min at 37oC, washed and 
let recover for 10-15 min at 37 oC. The fluorescence was then observed at 488 nm under 
a confocal microscope. Negative control consisted in unstained cells (autofluorescence). 
Human internal mammary artery EC used in this study displayed an unstable basal level 




4A and B). This is not observed in healthy cells, such as porcine or murine aortic 
endothelial cells, unless they are exposed to a superoxide dismutase inhibitor (data not 
shown), suggesting that EC isolated from coronary patients are more prone to produce 
ROS. Thus, we adapted the protocol that usually only consists in measuring the intensity 
of ROS-fluorescence: EC were exposed to the laser light (time series at 488 nm) until 
stabilization of the fluorescent signal. Cells in a different field were then exposed to 100 
$M H2O2 in order to get maximal oxidative activity, and the fluorescent signal was 
recorded until saturation. Identical parameters were used for experiments with EC from 
different donors (objective 63x1.4 plan-Apochromat oil, laser Argon 488 nm, 0.1% 
transmission; dichroïc mirror HFT 488 with filter LP505, pinhole size 1.7 Airy unit). 
The frame size of the images was 512x300 pixels and the scan speed was 2.56 
$sec/pixel. The time needed to reach 50% of saturation in both control and H2O2 
stimulated cells, was calculated with LSM 510 software. The maximal fluorescence 
intensity in both control and H2O2 stimulated cells was also measured. The parameters 
(time 50%(control-H2O2) and (fluorescence max(H2O2-control) reflect the total intrinsic 
antioxidant capacities of the cells: the shorter (time and/or the smaller (fluorescence, 
the lower the resistance against oxidative stimuli, the lower the antioxidant defenses. 
 
 
Statistical analysis of the data 
 Continuous data are presented as mean±SEM, with n indicating the number of patients. 
Appropriate univariate analysis (t-test or ANOVA with Fisher’s post hoc test) was used 




The clinical parameters were evenly distributed between patients except for the age of 
the donor: smokers (56±2 years of age) underwent CABG surgery 10 years before 
(p<0.05) nonsmokers (67±2 years of age) or former smokers (66±2 years of age, Table 
2).  
Telomere-dependent replicative senescence 
Initial telomere length was similar between groups (8.9±0.4 kbp, 9.3±0.3kbp and 
9.0±0.2 kbp, in EC from nonsmokers, former smokers and active smokers, respectively). 
However, the telomere shortening rate (the difference between telomere length 
measured at senescence and the measured initially, corrected by the cumulative 
replicative potential, (RFL / )PDL) was significantly reduced in EC from smokers, 
compared with nonsmokers (p=0.009) or former smokers (p=0.0204) (Fig. 1A). We 
previously reported that the onset of replicative senescence could be predicted by initial 
telomere length (Voghel et al., 2007). Accordingly, although short initial RFL predicted 
the development of early senescence in cultured EC isolated from nonsmokers (p=0.04) 
(Fig. 1B) or from former smokers (p= 0.0042, data not shown), initial RFL measured in 
EC from smokers (Fig. 1C) did not correlate with the propensity to develop senescence 
(p=0.47). Altogether, these results are suggestive of a minor role for replicative 
senescence in EC from smokers. 
Senescence profile 
Serial passage induced senescence in EC, whether or not the donor was smoking. 
Senescence, however, appeared slightly later in EC from smokers than from nonsmokers 
(Fig. 2): the time needed to reach 50% of senescence was 17 days longer in EC from 
smokers (p=0.03). PDL reached at 50% of senescence was also higher in smokers 
(p=0.03) (Fig. 2), suggesting a slightly higher replicative potential. The senescence 
profile of EC from former smokers was intermediate (Fig. 2), suggesting some 






Initial EC biomarkers of oxidative stress 
Oxidative stress and free radical production were evaluated early in culture – that is, at 
passage 2 (cumulative PDL = 4.5±1.4; SA-"-Gal positive cells = 5.1±0.8%, n=46) - to 
reflect the in vivo situation rather than the effect of cell culture. 
Initial levels of HNE, a marker of lipid peroxidation, were significantly higher in EC 
from smokers than from nonsmokers or former smokers (Fig. 3). 
In EC from coronary patients, whether smokers or nonsmokers, the level of CM-
H2DCFDA fluorescence increased over time (Figure 4A and B), most likely because of 
strong generation of ROS by the cells and concomitant oxidation of the dye. In healthy 
porcine EC, the level of CM-H2DCFDA fluorescence is approximately 10 500-fold 
lower than in human internal mammary artery EC (unpublished data). Furthermore, in 
healthy EC, the signal remains stable over time (data not shown). EC from smokers and 
nonsmokers behaved differently when exogenous H2O2 was added at a sublethal 
concentration. In EC from smokers, CM-H2DCFDA signal rose faster than the signal 
observed in the absence of H2O2 stimulus. In contrast, EC from nonsmokers or former 
smokers developed a slow and weak signal in response to the laser light in the presence 
of H2O2, demonstrating the endogenous ability of the cell to scavenge oxidative stress. 
Taken together, these data suggest that there is a significant lower antioxidant capacity 
in EC from smokers compared to nonsmokers. 
Genomic EC markers of smoking 
Gene expression levels were quantified at passage 2, as descripted above. The initial 
gene expression of caveolin-1, a protein known to promote oxidative SIS (Galbiati et al., 
2001; Voghel et al., 2008a; Voghel et al., 2007), was 8 fold higher (p=0.03) in EC from 
smokers (Table 3). In addition, caveolin-1 expression positively correlated with the 
oxidative stress marker HNE (p=0.001, r=0.850, n=10; data not shown). On the other 
hand, initial ATM expression, a protein known to function as transducer of double-
strand DNA break and telomere dysfunction (Pandita, 2002); (Herbig et al., 2004), was 
2-fold lower in EC from smokers (p=0.02) or former smokers (p<0.05). Similar data 
were observed at the ATM protein level (data not shown). Initial angiopoietin-like 2 
(ANGPTL2) mRNA levels, a potential marker of inflammation (Sun et al., 2007), were 
4 times higher (p=0.0406) in EC from smokers compared to nonsmokers (Table 3). 
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Similarly, initial gene levels of the angiogenic factor VEGF-A were 3 times higher 
(p=0.0005) in EC from smokers (Table 3). Damage was evidenced by a 2-fold increase 
in gene expression of the tumour suppressor gene p53 (p=0.049) and protein p53 (data 
not shown), a downstream target in EC from smokers. Cessation of smoking was 
associated with a reduction of caveolin-1, ANGPTL2, p53 and VEGF-A mRNA levels, 





The major finding of the present study is that SIS predominates in EC isolated from 
active smokers undergoing CABG surgery. Smoking is associated with an increased 
oxidative stress and a reduced antioxidant defence capacity of the cells. These results 
concord with the premature atherosclerosis that developed in these patients, a 10-year 
prematurity in coronary disease that strikingly matches the reduced life expectancy of 
active smokers (Doll et al., 2005);(Nicita-Mauro et al., 2008). 
Cellular senescence, estimated by senescence-associated "-galactosidase, was slightly 
delayed in EC from smokers compared to non-smokers (Fig. 2). This small delay is 
likely related to the younger age of the smokers. This increase in replicative potential 
could be attributed to a better integrity of the mitotic clock of the cells. Although EC 
eventually entered senescence in both groups, the main pathway of senescence differed 
dramatically between groups. In smokers, replicative senescence seems minimal since i) 
telomere shortening was smaller (Fig. 1A), ii) ATM gene expression was lower in EC 
from smokers, suggesting lower molecular and telomeric instability (Table 3), and iii) 
initial telomere length was not correlated with the propensity to develop senescence 
(Fig. 1B). On the other hand, i) the massive oxidative stress and damage as evidenced by 
an increased level of lipid peroxidation (Fig. 3), ii) the lack of antioxidant defence 
mechanisms (Fig. 4) and iii) an increased caveolin-1 and p53 gene/protein expression 
(Table 3) in EC isolated from smokers are all factors that drive senescence through SIS. 
This contrasts with the work of Valdes et al. (Valdes et al., 2005), in which telomere 
shortening, measured in white blood cells, was greater in smoking women. The 
difference in cell types is most likely responsible for this discrepancy. It is possible that 
an increased inflammatory phenotype promotes leukocytes mobilization, high turnover 
rate and thus excessive telomere attrition, but this remains speculative. We also 
observed no difference in nuclear or cytosolic human telomerase activity between EC 
from smokers or nonsmokers (data not shown), suggesting that telomere shortening is 
not compensated in EC from smokers by higher telomerase activity. Cessation of 
smoking was associated with a decrease in oxidative stress marker HNE (Fig. 3); an 
improvement in intrinsic antioxidant properties (Fig. 4), a decrease in caveolin-1, p53, 
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VEGF-A and ANGPTL2 gene expression (Table 3); and a higher telomere shortening 
rate (Fig. 1). Altogether, these data strongly suggest that EC from chronic smokers are 
predisposed to SIS, but not to telomere-dependent senescence pathways. The fact that 
cigarette smoke induces cellular senescence has been previously reported in alveolar 
epithelial cells (Tsuji et al., 2006) and in fibroblasts (Nyunoya et al., 2006), but SIS has 
not been clearly demonstrated.  
The fluorescent probe CM-H2DCFDA is broadly used to nonspecifically estimate 
the sources of oxidative stress. While our approach to quantify the intrinsic antioxidant 
capacities does not provide a descriptive assessment of sources of antioxidant defences, 
it globally estimates the capacities of EC to react against H2O2 stimulus. This lack of 
antioxidant defence is in line with our finding that caveolin-1 gene expression was 
significantly increased in EC from smokers and positively correlated with HNE levels. 
The level of caveolin-1 is strictly regulated to maintain cellular integrity, leading to 
cellular transformation if depleted and to a phenotype of premature senescence if 
overexpressed (Cho et al., 2005); (Galbiati et al., 2001). Our data, therefore, strongly 
support the concept of the presence of high oxidative stress in EC from smokers. The 
fact that smoking is associated with increased oxidative stress has been previously 
reported in other sources (Nicita-Mauro et al., 2008): in serum and plasma from 
smokers, high levels of malondialdehydes (Sharma et al., 2002) and F2-isopostane 
(Dietrich et al., 2002) were observed. Oxidative-DNA damage products were measured 
in urinary samples (Chen et al., 2004a) and lung tissues (Asami et al., 1997) from 
smokers. Altogether, these data indicate that chronic exposure to tobacco induces potent 
chronic oxidative stress that could lead to EC damage, SIS and the premature 
atherosclerosis observed in our population of smoking patients. 
Compared to coronary arteries, IMA rarely develop macroscopic atherosclerotic 
plaques. Although not exposed to the same mechanical stress imposed to the coronary 
circulation, they are nevertheless exposed to similar levels of atherogenic agents (Puga, 
1995). It has been reported that in IMA tissue from smokers, antioxidant capacities were 
significantly lower than in tissues from non-smokers, and that the severity of coronary 
atherosclerotic lesions was inversely correlated to the IMA levels of vitamin E (Mezzetti 




(VSMC) from IMA, compared to VSMC from coronary arteries have enhanced intrinsic 
antioxidant enzymes capacities (Mahadevan et al., 2006). To the best of our knowledge, 
there is no data concerning intrinsic prooxidant/antioxidant capacities in EC isolated 
from IMA. 
Endothelial cells from smokers display higher initial VEGF-A gene expression (Table 
3). Nicotine has been shown to increase VEGF expression (Conklin et al., 2002). 
Hypoxia is also a strong inducer of both VEGF and VEGF receptor genes, and VEGF is 
a trophic factor required for EC survival (Kasahara et al., 2001). Combined with the 
younger age of the donors, these abnormally high levels of VEGF could also contribute 
to the higher replicative potential of EC from smokers observed in culture. In addition, 
we observed higher initial ANGPTL2 gene expression in EC from smokers (Table 3). If 
we consider in the smoker subgroup the impact of COPD, a state of chronic 
inflammation, in the smoker subgroup, ANGPTL2 mRNA levels were even higher in 
COPD than in those without (11.68±5.44 versus 2.29±0.97, p<0.05; data not shown). 
ANGPTL2 is a novel growth factor (Morisada et al., 2006b) that could be involved in 
the development of the abnormal vasculature in diabetes and in endothelial 
inflammation (Sun et al., 2007). ANGPTL2 gene expression was positively correlated 
with VEGF-A gene expression and replicative potential (data not shown). Thus, both 
VEGF and ANGPTL2 could promote cell growth in response to the chronic 
inflammatory stress associated with smoking. Finally, EC isolated from smokers 
expressed both higher mRNA and protein (data not shown) levels of p53. The tumour 
suppressor p53 is involved in multiple cellular functions including senescence (Ben-
Porath et al., 2005), and is an index of cell damage since its function is to restrict stress-
exposed cells before damages to DNA become irreversible. There is therefore a striking 
combination of expression of prosurvival and damage biomarkers in EC isolated from 
smokers. This suggests that in EC isolated from active smokers, p53-driven senescence 
can occur before reaching the Hayflick limit (that is, independently of telomere 
shortening), and that oxidative stress triggers senescence upstream of DNA damage. 
We need to consider some potential limitations of our study. The patients used in this 
study were atherosclerotic and hypertensive, obese and/or diabetic; the combination of 
these multiple risk factors for cardiovascular disease makes the analysis of the effect of 
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smoking on senescence complex. We found, however, clear differences between 
atherosclerotic smokers and atherosclerotic nonsmokers, namely, younger age, lower EC 
antioxidant capacities, and telomere-independent senescence in the former group. The 
second possible limitation is the lack of information on the patient’ daily cigarette 
consumption. This may not be critical, however, since it has been reported that alteration 
of endothelial vasoregulatory activity is independent of the number of cigarettes smoked 
(Barua et al., 2002). This activity was similar in subjects who smoked one pack of 
cigarettes per week, in those who smoked one pack per day, or in those who smoked 
less. 
In conclusion, EC from severely atherosclerotic smokers display evidences of long-term 
in vivo exposure to oxidative stress and inflammation that likely hastened the need for 
CABG by a decade. The severe cellular damages induced by chronic smoking drives EC 
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Sex (Male/Female) 22/4 30/10 15/5 
Age (years) [range] 56.2±2.4 * [25-79] 66.1±1.6 [47-84] 66.5±2.1 [50-80] 
BMI (kg/m2)  27.0±0.9  28.7±0.9 28.8±1.1 
Glucose level (mM) 6.5±0.3 6.5±0.2 6.7±0.4 
LEVF (%) 50.0±2.4 51.8±2.1 52.6±2.7 








Dyslipidemia (%) 92 (23/25) 85 (34/40) 89.5 (17/19) 
Hypertension (%) 58 (14/24) 75 (30/40) 75 (15/20) 
Diabetes (%) 24 (6/25) 30 (12/40) 45 (9/20) 
Family history CAD (%) 94 (16/17) 85 (17/20) 63.6 (7/11) 
Renal failure (%) 8 (2/25) 17.5 (7/40) 5 (1/20) 
COPD (%) 27 (7/26) 23 (9/40) 5 (1/20) 
    
Patients were treated with similar medications including aspirin, angiotensin- converting 
enzyme inhibitors, b-blockers, calcium channels blockers, statins and nitrates. 
*; p<0.05 versus non-smokers (ANOVA). 
BMI: body mass index; LEVF: left ejection ventricular fraction; CAD: coronary artery 






Table 3: Initial gene expression in EC isolated from patients. 
mRNA Non-smokers Former-smokers Smokers 
Caveolin-1 0.446±0.091 (8) 0.691±0.131 (19) 3.666±1.436 (14) * 
ATM 1.295±0.393 (6) 0.692±0.098 (18) * 0.689±0.089 (14) * 
ANGPTL2 1.354±0.461 (12) 1.550±0.306 (25) 5.053±1.944 (17) * 
VEGF-A 2.555±0.452 (12) 3.160±0.646 (25) 7.321±1.083 (17) * 
p53 1.224±0.092 (5) 1.368±0.143 (15) 2.414±0.533 (12) * 
*: p<0.05 versus non-smokers (ANOVA). 
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Figure 1: Lower telomere shortening in EC from smokers. 
(A) Telomere length (RFL, bp) was measured by Southern blot, initially (passage 2) and 
when cells reached senescence. Telomere shortening was then calculated ((RFL) and 
corrected by the number of cell divisions performed ()PDL) in EC from non-smokers 
(n=16), former smokers (n=30) and smokers (n=21). *: p<0.05 compared to non-
smokers. (B) Correlation between the marker of propensity to develop senesence (Time 
to reach 50% of senescent EC, days) and initial telomere length (bp), in EC from non-
smokers (r= 0.526, p=0.0361, n=15) and in EC from smokers (C) (r= 0.164, p=0.4680, 
n=21). 
 
Figure 2: Passage-induced senescence in EC from smokers. 
Time course of senescence, quantified by senescence associated b-galactosidase and 
induced by serial passage in culture, in EC isolated from non-smokers (open squares, 
n=16), former smokers (open triangles, n=34) and smokers (closed squares, n=25). From 
the profiles of senescence, the time ()Days) and the number of cell divisions ()PDL) 
reached when 50% of the cells are senescent, were calculated. *: p<0.05 compared to 
non-smokers. 
 
Figure 3: Increase in lipid peroxidation in EC isolated from smokers.  
Total levels of 4-hydroxy-nonenal (HNE) were estimated by immunofluorescence 
staining (red) at passage 2. DNA counterstaining (blue) was performed with TOPRO-3. 
Examples of immunostaining of EC isolated from a non-smoker (A) and a smoker (B) 
patient. (C) Average initial values of total HNE corrected by the number of cells, in EC 
from non-smokers (n=8), former smokers (n=9) and smokers (n=5). *: p<0.05 compared 
to non-smokers. 
 
Figure 4: Lower intrinsic antioxidant capacities in living EC from smokers. 
EC were loaded with the non-specific fluorescent dye CM-H2DCFDA, at passage 2 (C). 
EC were stimulated with the laser light in the absence and presence of 100$M of H2O2 
until the fluorescent signal stabilized. The time needed to reach 50% of saturation in 




intensity in both control and H2O2 stimulated cells was recorded. (time 50%(control-H2O2) 
and (fluorescence max (H2O2-control) were calculated: the shorter (time and the smaller 
(fluorescence, the lower the antioxidant capacities of the cells. Example of saturation 
profile in EC from a non-smoker (A) and a smoker (B) patient. Average (time 50% (D) 
and (fluorescence (E) in EC from non-smokers (n=6), former smokers (n=9) and 
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3.3. Étude 3 (article méthodologique) 
Préparation et purification de 
l'Angptl2 recombinante (Angptl2-GST) 















L’Angptl2 est une protéine de 57 kDa libérée dans la circulation grâce à la 
présence d’un signal d’exportation dans le domaine hydophobe en N-teminal (Kim et 
al., 1999b). La structure de l’Angptl2 prédit la présence de deux sites consensus 
potentiels pour la N-glycosylation, une modification post-transcriptionnelle 
indispensable à l’activité des protéines sécrétées ainsi que des protéines membranaires 
(Kim et al., 1999b; Zhang et al., 2006a).  
La protéine recombinante Angptl2 n'est pas disponible commercialement, du moins pas 
sous sa forme glycosylée. De même, le récepteur de l’Angptl2 n’est pas encore connu, 
bien que récemment, une étude intéressante pourrait avoir identifié un récepteur 
potentiel pour les Angptl1, 2, 5 et 7 (Zheng et al., 2012b). Aucun inhibiteur ou 
antagoniste n’est encore disponible afin de pouvoir étudier la signalisation intracellulaire 
de l’Angptl2. Notre étude avait pour but de décrire notre technique de production, 
d’amplification et de purification de la protéine recombinante d’Angptl2-GST et, dans 
un second temps, de valider la fonctionnalité de la protéine purifiée sur des HUVEC en 
culture, en se basant sur les propriétés connues de l’Angptl2 (pro-angiogéniques et 
chimio-attractantes). Les données concernant l'amplification et la purification de la 
protéine recombinante de l'angptl2-GST sont rassemblées dans un article 
méthodologique qui a été soumis dans le journal "Protein expression and purification". 
 
3.3.2. Matériel et méthodes 
Dans cette partie, une description très détaillée des méthodes employées sera faite, de 
façon à pouvoir réutiliser fidèlement ces techniques. Ces méthodes pourtant complexes 
ne sont jamais décrites dans leur intégralité dans les articles publiés, pour des raisons 
d'espace. 
3.3.2.1. Construction du plasmide recombinant pcDNA-Angptl2-GST 
(Glutathione S-Transferase) 
Le but de cette construction est (1) de cloner l’ADNc du GST en phase avec l’ADNc de 
l'Angptl2 sans avoir un codon stop qui sépare les deux ADNc et (2) d'insérer l’ADNc 
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résultant dans un vecteur d'expression (le pcDNA3.1) afin de l’exprimer dans un 
système eucaryote (les cellules HEK 293). De plus, comme la protéine Angptl2 est 
sécrétée par la cellule, il est impératif de cloner le peptide signal du côté C terminal de la 
protéine recombinante. 
Dans le vecteur pcDNA3.1, l'Angptl2 est placée sous la dépendance d'un promoteur 
puissant, soit le promoteur du gène immédiatement précoce du cytomégalovirus humain 
(le promoteur de cytomegalovirus, CMV). Ce promoteur a l’avantage de produire 
beaucoup de protéine et ce à long terme. De plus, le vecteur pcDNA3.1 contient un 
marqueur génétique bactérien, l’aph (aminoglycoside phosphotransférase) qui confère 
une résistance à l’antibiotique aminoglycoside, la généticine (le G418), qui tue les 
cellules mammifères en bloquant la synthèse protéique. 
L’ADNc de l'Angptl2 a été reçu dans un vecteur pSPORT1 (Openbiosystems, clone ID 
LIFESEQ2268890). Une représentation cartographique de ce vecteur est donnée dans la 





















































La construction du pcDNA3.1-Angptl2-GST s'est faite en trois étapes : 
  
Étape 1. Sous clonage du côté 3' du gène d'Angptl2 sans le codon stop dans le 
vecteur pcDNA3.1 
Dans un premier temps, une réaction PCR a été réalisée à partir du plasmide pSPORT1-
Angptl2 dans le but d'isoler l'Angptl2 sans le codon stop et de modifier la séquence de 
ses extrémités en rajoutant des sites de restriction (Figure 20). Plus précisément, des 
amorces spécifiques sens/antisens ont été dessinées comme suit :  
a) une amorce sens composée de la séquence en amont du site BstE2 à l’extrémité 3’ du 
gène d'Angptl2 et qui comporte deux sites de restriction spécifiques aux enzymes EcoRI 
et AgeI, respectivement :  
 
5’ CTATGAATTC ACCGGT CTGCGAACCAAGGCAACTA 
    EcoRI           AgeI 
b) une amorce antisens composée de la séquence 3' du gène d'Angptl2 sans le codon 
stop avec deux sites de restriction, EcoNI (en phase avec le C terminal du gène 
d'Angptl2) et XhoI :  
5’ CGTCTCGAG CCTAGTATAGG GGAGTGGAAGGTGTTGGGGTTCGG 
  XhoI            EcoNI  
L'isolation du côté 3' du gène spécifique à l'Angptl2 est réalisée par PCR à l’aide de 
l’enzyme polymérase thermostable, l’élongase (Elongase Enzyme Mix, Invitogen) selon 
le protocole suggéré par le manufacturier. Brièvement, 1 $l de l’ADN plasmidique est 
utilisé auquel sont rajoutés dans un tube stérile, 1 $l de 10 mM dNTP, 1 $l de l’amorce 
sens (à 10 $M), 1 $l de l’amorce antisens (à 10 $M), 8 $l du tampon A [à 5X qui 
contient 300 mM de Tris-SO4 (pH 9.1 à 25°C), 90 mM de (NH4)2SO4 et 5 mM de 
MgSO4], 2 $l du tampon B [à 5X qui contient 300 mM de Tris-SO4 (pH 9.1 à 25°C), 90 
mM de (NH4)2SO4 et 10 mM de MgSO4] et le volume de la réaction est complété à 50 
$l avec de l’eau DNase Free. L’ADN plasmidique est dénaturé à 94°C pendant 30 sec et 
amplifié par 30 cycles comme suit : 30 sec à 94°C (dénaturation) suivis par 30 sec à 
55°C (ou bien selon la température d’annealing des amorces) et finalement 45-60 sec à 
68°C (étape d’extension). Le produit de PCR généré, de 449 pb, est déposé sur un gel 
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d'agarose (2 %) et purifié de tous les autres matériaux par une extraction du gel (Kit Gel 
Extraction, Qiagen, section 3.1.2.2.3).  
Afin de cloner le 3'Angptl2 dans le vecteur pcDNA3.1 (Openbiosystems), il est 
nécessaire de générer des extrémités compatibles entre l’ADNc et le vecteur. Pour ce 
faire, le vecteur et l’ADNc sont coupés avec EcoRI suivi par EcoNI. Le protocole de la 
réaction de digestion est expliqué à la section 3.1.2.2.3. Il faut souligner qu’une 
désactivation de la première enzyme (pendant 20 min à 70°C) est nécessaire avant de 
procéder à la deuxième digestion. De plus, chaque enzyme de restriction possède son 
propre tampon (force ionique, chélateur et pH), et ceci exige une élimination du premier 
tampon par un filtre de microcon 30 (Millipore) suite à une dilution avec de l’eau. Les 
produits obtenus après les deux digestions sont purifiés sur un gel d'agarose. Pour finir, 
une réaction de ligation (section 3.1.2.3 pour le protocole de ligation) permet la réunion 
de deux produits, donnant ainsi le vecteur pcDNA3.1-3'Angptl2. Celui-ci est ensuite 
transfecté dans des bactéries compétantes DH5-!, amplifié et extrait des bactéries à 
l'aide du kit de MiniPrep. La présence de l'insert est détectée suite à une digestion 
enzymatique avec les enzymes EcoRI/EcoNI et le produit de la digestion est vérifié sur 






Figure 20 Représentation schématique de l'étape 1 : Sous clonage du coté 3' du gène 
d'Angptl2 sans le codon stop dans le vecteur pcDNA3.1 
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Étape 2. Introduction de l’ADNc de la GST à partir du vecteur pGEX-6P2 
(Amersham) en phase avec le 3’Angptl2. 
Une restriction enzymatique par XhoI suivie par EcoNI permet la sortie de l’ADNc de la 
GST à partir du vecteur pGEX-6P-2 (Amersham, le protocole de la digestion 
enzymatique est décrit à la section 3.1.2.3). La purification de l’insert est réalisée sur un 
gel d’agarose de 2 %. Comme décrit auparavant, le vecteur et l'insert doivent avoir des 
extrémités compatibles afin de réaliser l'insertion; ainsi le vecteur pcDNA3.1-3'Angptl2 
est coupé avec les mêmes enzymes et débarrassé du tampon avec le filtre de microcon. 
Une dernière étape d'introduction de l’ADNc de la GST en phase avec le 3'Angptl2 est 
effectuée par une simple réaction de ligation (Figure 21). Le produit ainsi formé est le 
pcDNA3.1-3’Angptl2 + GST. Le produit est ensuite transformé dans des bactéries 
compétentes, amplifié, purifié, digéré, vérifié sur gel et par séquençage, comme décrit 








Figure 21 Représentation schématique de l'étape 2 : Introduction de l’ADNc de la GST 







Étape 3. : Rajout du côté 5’ de l’Angptl2. 
Le côté 5’ du gène de l’Angptl2 est sorti du clone original SPORT1 après digestion avec 
les enzymes AgeI et BstEII (Figure 22) et l’insert ainsi produit est lié avec le 
pcDNA3.1-3’Angptl2, la construction de l’étape 2. Ceci est ensuite transformé dans des 
bactéries compétentes, amplifié, purifié, digéré et vérifié sur gel. Le clone final 










3.3.2.2. Purification de la protéine recombinante par FPLC 
 
La protéine de fusion Angptl2-GST doit être amplifiée dans des cellules HEK 293 puis 
purifiée par la technique de purification sur colonne d’affinité (chromatographie liquide 
rapide des protéines, FPLC) qui sépare des molécules selon leurs affinités pour un 
ligand. 
Le passage de l’échantillon contenant la protéine Angptl2-GST à travers la colonne 
GSTrap HP (Amersham), formée de billes de Sépharose couplées de façon covalente au 
glutathion, permet la rétention de la partie GST de la protéine par le glutathion en 
formant ainsi un complexe stable (Figure 23).  
 
 
Figure 23 Schéma représentatif de la rétention d’une protéine recombinante aux billes 
de glutathion.  
 
3.3.2.2.1. Obtention d’un clone stable  
Dans un premier temps, nous avons établi les conditions expérimentales permettant la 
surexpression de la protéine hAngptl2 avec l’étiquette GST, et un protocole très efficace 
de purification a été mis au point. Il est indispensable de fabriquer la protéine dans des 
cellules eucaryotes afin que la protéine conserve toutes les modifications post-
transcriptionnelles nécessaires à son activité physiologique (Kim et al., 1999b). Pour ce 
faire, des cellules HEK 293 ont été utilisées puisqu'elles prolifèrent relativement vite et 
qu’elles expriment de grandes quantités de protéines recombinantes.  
La culture de la lignée HEK 293 est peu exigeante: il s’agit d’une souche de cellules 
tumorales qui s'utilise à des passages élevés. Ces cellules ont été obtenues, à l’origine, 
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de la compagnie Invitrogen et stockées dans l'azote liquide dans le laboratoire. Pour les 
maintenir en culture, ces cellules sont cultivées dans un milieu DMEM contenant 10 % 
de sérum fœtal bovin (FBS) et 1 % de pénicilline/streptomycine. Ces cellules peuvent 
être facilement décollées de la surface de culture, par simple tapotement des flacons. 
Des cellules HEK 293 ont donc été transfectées avec le vecteur pGEX6P2 codant la 
protéine recombinante Angptl2-GST et contenant un gène de résistance à la généticine 
en utilisant le kit de lipofectamine 2000 (Qiagen). La transfection des HEK 293 
s'effectue dans une plaque à 6 puits à une confluence de ~ 80 %. Dans un tube 
collecteur, 4 $g de plasmide pGEX6P2 sont mélangés doucement avec 250 $l du milieu 
opti-MEM (Invitrogen). Dans un autre tube collecteur, 10 $l de l’agent lipofectamine 
2000 sont aussi mélangés avec 250 $l du même milieu opti-MEM. Cinq minutes plus 
tard, les deux solutions sont combinées, incubées pendant 20 min à température de la 
pièce, diluées dans 1,5 ml du DMEM et déposées goutte à goutte sur les HEK 293. 
Vingt-quatre heures après la transfection, ce milieu de culture est remplacé par du 
DMEM frais (DMEM, 10 % FSB, 1 % pénicilline/Streptomycine) en présence de 
l’antibiotique de sélection, c’est à dire le G418 (Généticine).  
Dans le but de choisir la concentration appropriée de l’antibiotique G418 qui permet de 
tuer toutes cellules non transfectées dans un intervalle de 5 jours, une courbe de 
sélection dose/réponse au G418 a été réalisée. Les cellules HEK 293 sont mises en 
culture dans le DMEM (10 % de FBS) supplémenté avec différentes doses 
d’antibiotique (1, 10, 100, 200, 400, 700 ng/ml, 1, 2, 3, 4 et 5 $g/ml) et laissées en 
culture pendant une semaine. La concentration de 1 $g/ml a été choisie pour établir le 
clone stable.  
 
Une fois le clone stable établi, la présence de la protéine Angptl2-GST intacte, sécrétée 
dans le milieu de culture des cellules HEK 293 est validée par Western blot. Les cellules 
sont lavées deux fois avec du PBS et laissées 48 h dans du DMEM sans sérum. Le 
milieu de culture est récupéré, centrifugé à une vitesse de 13000 tours/min pendant 30 
min à 4°C et 1 ml du surnageant est concentré. Pour ce faire, un filtre muni d’une 
membrane de dialyse avec des pores (centrifugal filter, Millipore) qui laissent passer le 




kDa) est utilisé. Avant l’utilisation du filtre, il est nécessaire de bloquer les sites non 
spécifiques de la membrane de dialyse avec de la BSA (qui se trouve dans le FBS). Pour 
ce faire, 500 $l du DMEM contenant 10 % de FBS sont filtrés pendant 30 min à une 
vitesse basse (5000 tours/min). Ensuite, la protéine recombinante qui se trouve dans le 
1ml du milieu de culture, est concentrée 50 fois par ce filtre et analysée sur gel 
d’acrylamide 12.5 % (voir protocole de Western blot décrit à la section 3.3.2.3.) en 
utilisant l’anticorps spécifique à l’Angptl2 (chèvre anti-Angptl2, R&D) à une dilution de 
1:200 dans du lait 5 %. 
 
Suite à l’obtention des cellules transfectées de façon stable, des échantillons de HEK 
293 cultivées dans des flacons de 175 cm2 sont congelés pour maintenir le clone dans le 
laboratoire : les HEK 293 sont lavées deux fois au PBS et décollées pendant 5 min avec 
1 ml de la trypsine, à 37°C. La trypsine est désactivée avec 10 ml du DMEM enrichi de 
10% FBS. Après une centrifugation de 10 min à 1100 tours/min, le culot est resuspendu 
dans 1 ml d'un milieu contenant 10% DMSO : 90% DMEM et supplémenté avec 10 % 
FBS. Ce culot de cellules est incubé 18 h à -80°C et est ensuite conservé dans l’azote 
liquide. 
 
3.3.2.2.2. Purification par FPLC  
Le milieu de culture des cellules HEK 293 est récolté tous les deux à trois jours, 
centrifugé 2 h à 40000 rpm (à 4°C) afin d’éliminer les cellules mortes, et chargé dans le 
système de purification FPLC. La colonne GSTrap de 1 ml a une capacité à retenir 10 
mg de la protéine-GST. Pour garantir une bonne durée de vie de la colonne, il faut (1) 
éviter de faire passer l’échantillon avec un fort débit (il faut toujours vérifier la pression 
dans le système), (2) éviter d’exposer les billes de Sépharose à l’air et il ne faut donc pas 
faire rentrer une bulle d’air dans la colonne et (3) éviter la croissance bactérienne en 
incubant la colonne le moins longtemps possible (au plus 1 mois) avec le milieu de 
culture et en entreposant la colonne en présence de 20 % d’éthanol.  
Pour chaque expérience, 2 litres du milieu de culture sont passés dans la colonne à un 
faible débit (0,2 ml/min) pour augmenter l’efficacité de liaison. La colonne est ensuite 
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lavée avec 10 ml du tampon TBSE (tampon saline Tris avec EDTA) (50 mM de Tris-
base, 150 mM de NaCl, 1 mM d’EDTA, 200 mg de NaN3, pH 7,45 à 4ºC) afin d’enlever 
toute liaison non spécifique et éluée avec 10 ml du tampon d’élution (10 mM de 
glutathion réduit dans TBSE, pH 8,0 à 4ºC) en gardant toujours un faible débit de 0,2 
ml/min. L’éluat est ensuite collecté dans 20 fractions (volume de 0,5 ml).  
Pour vérifier la présence de l'Angptl2-GST et s’assurer de sa pureté, 10 $l de chaque 
fraction sont déposés sur un gel d’acrylamide 12,5 % et détectés par une coloration non 
spécifique au bleu de Coomassie (voir section Résultats, Figure 26 A). Ensuite, la 
spécificité de la protéine obtenue est validée dans 1 $l de chaque fraction par Western 
blot, en utilisant l’anticorps spécifique anti-Angptl2 (voir section Résultats, Figure 26 
B).  
Une fois identifiées, les fractions contenant l’Angptl2-GST sont combinées, concentrées 
par le filtre de centrifugal filter (comme décrit précédemment) et dialysées (dans des 
sacs de dialyse de Cutoff de 10 kDa) 4 fois contre 1000 X le volume de TBSE à 4ºC afin 
d’abaisser la concentration du glutathion de 10 mM à 0,01 nM.  
La concentration de la protéine Angptl2-GST est ensuite estimée sur un gel 
d’acrylamide en utilisant une courbe standard de BSA (0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1 et 2 $g) 









Après chaque expérience, il est possible de régénérer la colonne GSTrap. Pour ce faire, 
la colonne doit être lavée avec 10 X son volume d’eau distillée et filtrée (avec un débit 
de 0,5 ml/min), puis lavée avec 5 X le volume de la solution filtrée de Guanidine 
hydrochloride (6 M) et enfin, lavée une dernière fois avec 10 X volume d’eau afin 
d’enlever le restant de solvant. Dans le cas de l’entreposage de la colonne, un passage de 
5 X le volume d’éthanol 20 % filtré est nécessaire. 
 
3.3.2.3. Quantification des protéines par la technique 
d’immunobuvardage de type Western  
Cette technique a été utilisée pour vérifier la spécificité de la protéine Angptl2-GST 
purifiée par FPLC.  
 
3.3.2.3.1. La préparation de l’extrait protéique  
Pour préparer le lysat protéique, les cellules cultivées dans des boîtes de Pétri de 100 
cm2, sont lavées deux fois au PBS et homogénéisées sur la glace avec 500 $l de tampon 
de lyse composé de 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 à 5°C, 20 mM de &-glycerophosphate, 
20 mM de NaF, 5 mM d’EDTA, 10 mM d’EGTA, 1 mM de Na3VO4, 10 mM de 
benzamidine, 0,5 mM de phenylmethylsulphonyl fluoride, 10 µg/ml de leupeptine, 
5 mM de dithiothreitol, 1 µM de microcystine et 1 % (v/v) du Triton X-100. 
L’homogénat cellulaire est centrifugé 15 min à 10000 X g et à 4°C. Le surnageant 
constitue la fraction de protéines cellulaires totales. La quantification de la concentration 
protéique dans les échantillons est réalisée à l’aide du dosage de type Bradford en 
utilisant la "-globuline comme standard.  
 
3.3.2.3.2. Technique d’immunobuvardage de type Western  
Deux microlitres de la protéine recombinante purifiée par FPLC sont dénaturés avec le 
tampon de Laemmli [1X : 50 mM de Tris-HCl (pH 6,8), 0,5 M de &-Mercaptoethanol, 
2,5 % de SDS, 0,4 M de glucose, 1 mM d’EDTA et 0,05 % de bleu de bromophénol] et 
en les chauffant 5 min à 80°C. Ensuite, les protéines sont déposées sur un gel dénaturant 
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de 12,5 % d’acrylamide SDS-PAGE. La migration se déroule sous un courant de 200 
volts, pendant une heure, dans un tampon de migration (25 mM de Tris base, 192 mM 
de glycine et 0,1 % de SDS). Les protéines sont transférées sur une membrane de 
nitrocellulose (Trans-Blot, BioRad) à 100 volts, pendant 90 min et à 4°C, dans le 
tampon de transfert (25 mM de Tris base, 192 mM de glycine et 5 % de méthanol). La 
membrane est par la suite bloquée 2 h à température de la pièce avec du lait 5 % dans le 
TBST (25 mM de Tris-HCl pH 7,5, 150 mM de NaCl et 0.05 % (v/v) de Tween 20). 
Pour détecter l’Angptl2 (endogène ou la protéine recombinante Angptl2-GST), la 
membrane doit impérativement être incubée 3 h à température de la pièce avec 
l’anticorps primaire spécifique pour l’Angptl2 (chèvre anti-Angptl2 (R&D) à une 
dilution de 1:200 dans du lait 5 % (w/v). Après trois lavages avec le TBST de 10 min, la 
membrane est re-incubée avec un anticorps secondaire conjugué à l’enzyme peroxydase 
(horseradish peroxidase-conjugated, Jackson Laboratories) dilué à 1:10000 dans du lait 
5 % (w/v) à température de la pièce pendant 2 h. Finalement, trois lavages additionnels 
(de 10 min chaque) sont effectués avec du TBST et les bandes sont révélées par 
chemiluminescence (PerkinElmer) sur des films Biomax BML (Kodak). La quantité de 
protéines est normalisée avec le GAPDH (l'anticorps primaire anti-GAPDH est utilisé à 
une dilution de 1:106 dans du lait, Ambion). La quantification des résultats est faite avec 
le logiciel Quantity One. 
 
3.3.2.4. Migration des cellules endothéliales 
Afin de valider le rôle chimio-attractant de l’Angptl2-GST, nous avons testé sa capacité 
à induire la migration des HUVEC à l’aide d’une microchambre (Bernatchez et al., 
2003). Cette expérience utilise une plaque à 48 puits (Figure 25) avec deux 
compartiments séparés par une membrane semi-perméable de polycarbonate d’une 
porosité de 0,8 $m (Neuro Probe Inc). Les cellules déposées dans la chambre supérieure 
adhérent à la surface de la membrane. Les agents chimio-attracteurs (VEGF ou Angptl2) 
sont déposés dans la chambre inférieure de la plaque. La migration dure 1 h dans une 
atmosphère humide contenant 5 % de CO2 (dans l’incubateur de cellules). Les cellules 




éliminées doucement à l’aide d’un coton-tige. Celles qui ont migré se retrouvent du côté 
inférieur de la membrane. La membrane est recueillie et les cellules sont fixées, colorées 
et comptées (voir ci-bas). 
Dans notre expérience, l’Angptl2 (1 nM) ou le VEGF (25 nM) ont été utilisés comme 
agents chimio-attracteurs dans le compartiment inférieur de la plaque, dans un volume 
de 50 $l de milieu de culture sans sérum. Les cellules endothéliales (HUVEC) sont 
mises en suspension avec la trypsine et diluées dans le milieu de culture sans sérum à 
une concentration de 106 cellules / ml. Vingt $l de cette suspension sont déposés dans le 
compartiment supérieur de la plaque. Une fois migrées pendant 1 h à 37 °C, les cellules 
sont fixées et colorées en utilisant le kit Diff-Quick staining kit (Fisher Scientific). La 
membrane est séchée toute la nuit à température de la pièce, puis montée sur une lame 
de microscope où est déposée une goutte d’huile. La quantification du nombre de 
cellules ayant migré est faite dans cinq champs différents de la lame, sous microscope 
(objectif 40 X). Chaque condition est répétée en duplicata et une migration sans aucun 





Figure 25 Schéma de la microchambre utilisée 
(Tirée du site internet : 
http://media.wiley.com/CurrentProtocols/IM/im0612/im0612-fig-0001-1-full.gif) 
 
3.3.2.5. Formation des tubules dans le Matrigel  
Nous avons validé par cette approche le rôle pro-angiogénique de l’Angptl2-GST 
recombinante: 2x105 de cellules (HUVEC) sont déposés par puits (plaque à 24 puits) 
tapissé de Matrigel. Après 24 heures, le milieu est remplacé par un milieu frais 
contenant de l’Angptl2 (1 nM) ou du VEGF (25 nM). Vingt-quatre heures plus tard, la 








Expression et purification de la protéine recombinante Angptl2-GST  
Les cellules HEK 293 ont été transfectées de façon stable avec le cDNA codant la 
protéine chimérique d’Angptl2-GST. Une fois sécrétée par les cellules HEK 293, la 
protéine Angptl2-GST a été purifiée sur une colonne de chromatographie d’affinité 
(Figure 26).  
La protéine recombinante migre à un poids moléculaire de ~90 kDa qui correspond au 
poids moléculaire calculé de l'Angptl2 (64 kDa) combinée à la GST (28 kDa). L'identité 
de la protéine a été validée par spectrométrie de masse, réalisée par la plateforme 
protéomique de l'IRIC (Montréal). La pureté des fractions récupérées par FPLC a été 
validée sur un gel d’acrylamide et à l’aide du bleu de coomassie, un colorant protéique 
non spécifique (Figure 26 A) ainsi que par le Sypro Ruby, en mesurant la densité 
optique de la bande. Les fractions qui contiennent notre protéine d’intérêt (Angptl2-
GST) sont pures à > 95% (Figure 26A). De plus, la spécificité de la protéine obtenue à 
90 kDa a été confirmée par immunobuvardage de type Western avec un anticorps dirigé 
spécifiquement contre l’Angptl2. La Figure 26B démontre clairement la présence 
exclusive d’une seule protéine qui correspond à l’Angptl2 avec l’étiquette GST.  
Le rendement de la purification est de l’ordre de 25 $g / litre de milieu de culture de 
cellules HEK 293 chargé sur la colonne d’affinité. Entre 2 et 2,5 litres de milieu de 
culture sont passés sur la colonne pour chaque lot de purification d'Angptl2-GST, ce qui 
correspond à environ six semaines de récupération du milieu de culture, si nous 
excluons le temps nécessaire pour préparer le clone stable des cellules HEK 293 























Figure 26 Purification de la protéine recombinante Angptl2-GST 
Les fractions obtenues suite à la purification de l'Angptl2-GST par chromatographie 
d'affinité ont été testées sur un gel de SDS-PAGE pour la qualité/la pureté (A) et la 
spécificité (B). (A) Coloration du gel SDS-PAGE avec le bleu de Coomassie: le premier 
puits représente le standard de poids moléculaire (de 25 kDa à 250 kDa), le 2e puits 
(dans le premier gel) représente les protéines totales qui se trouvent dans l'échantillon 
avant l'étape de purification, le 3e puits correspond aux protéines qui n'ont pas accroché 
aux billes de Sépharose. Les puits suivants représentent les fractions obtenues suite à 
l'élution de la colonne d'affinité (au total, 20 fractions ont été récupérées, F1-F18). La 
bande du bleu de Coomassie a été coupée et vérifiée par séquençage protéomique par 
Chromatographie phase liquide/spectrométrie de masse en tandem (LC/MS-MS). (B) 
Une détection par immunobuvardage de type Western pour les mêmes échantillons 
étudiés en (A) en utilisant un anticorps spécifiquement dirigé contre la forme humaine 






L’Angptl2-GST purifiée par FPLC est glycosylée  
La forme purifiée de l’Angptl2 présente trois bandes sur le gel de SDS-PAGE (Figure 
26C), qui correspondent aux différentes formes glycosylées de l’Angptl2. La présence 
de ces modifications post-transcriptionnelles donne à l’Angptl2 (57 kDa) un poids 
moléculaire apparent par électrophorèse de > 64 kDa (Miida et al., 2010). La protéine 
obtenue suite à la purification par FPLC a été séquencée par spectroscopie de masse 
(LC-MS/MS) (données non présentées). Afin de confirmer que le changement de la 
masse est bien dû à la glycosylation de l’Angptl2, la protéine a été déglycosylée à l’aide 
de l’enzyme N-glycosidase : une fois déglycosylée, l’Angptl2 migre comme une simple 
bande à 57 kDa (données non montrées). Ces données prouvent que la protéine 
recombinante purifiée Angptl-GST est une glycoprotéine, similaire à la forme endogène 
native de l’Angptl2.  
 
Vérification des effets pro-angiogéniques de l'Angptl2-GST recombinante  
Dans le but de vérifier que notre protéine recombinante purifiée est fonctionnelle, nous 
avons validé sa capacité à induire la migration des CE ainsi que sa propriété 
angiogénique à former des tubules par les CE. 
 
a) L’Angptl2-GST est un chimiottracteur pour les cellules endothéliales 
La Figure 27 montre l’Angptl2-GST stimule la migration des HUVEC (de 25±5 à 82±10 
cellules/champ, p<0.05), avec un potentiel attracteur comparable à celui du VEGF (de 
25±5 à 115±26 cellules/champ, p<0.05). Des résultats similaires ont été obtenus avec 






Figure 27 L’Angptl2-GST induit la migration des CE  
(A) Images de cellules par contraste de phase illustrant la migration des HUVEC à 
travers une membrane semi-perméable de polycarbonate dans les conditions suivantes : 
milieu de culture vide (Contrôle), supplémenté avec 1 nM d'Angptl2-GST ou 25 nM de 
VEGF. (B) Représentation graphique du nombre moyen de cellules ayant migré à 
travers la membrane de polycarbonate pour quatre différentes expériences. Pour chaque 
expérience, les données sont présentées comme la moyenne (± SEM) du nombre des 
cellules dans 5 différents champs choisis au hasard et chaque condition a été réalisée en 
duplicata. * : p<0,05 versus Contrôle. 
 
b) L’Angptl2-GST stimule la formation de tubules  
Après 48 h de stimulation avec l’Angptl2-GST, la formation de tubules entre les 




p<0.05) (Figure 28). Le VEGF induit la formation de tubule de façon similaire à 
l’Angptl2-GST (de 22±7 à 72±10 AU, p<0.05) (Figure 28).  
 
 
Figure 28 L’Angptl2-GST induit la formation des tubules.  
(A) La capacité des HUVEC à former un réseau tubulaire a été visualisée par 
microscopie inversée (grossissement de 400 X). Les HUVEC ont été cultivées sur un gel 
épais de Matrigel (dans des plaque de 6 puits) pendant 24 h à 37ºC. Les HUVEC ont été 
ensuite stimulées, ou pas (Contrôle), pour 48 h avec 1 nM d’Angptl2-GST ou avec 25 
nM de VEGF. (B) Quantification des données illustrées en (A) pour n=4 différentes 
expériences. Le nombre des points focaux d’adhésion a été compté (dans 5 différents 
champs choisis au hasard) et la moyenne (± SEM) des points de croisement des tubules 
par champ est représentée. * : p<0,05 versus Contrôle.  
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Les résultats obtenus suggèrent fortement que l’Angptl2-GST purifiée conserve son 
activité pro-angiogénique et que cette protéine recombinante glycosylée est 
fonctionnelle. 
 
3.3.4. Discussion  
Dans cette partie, nous avons caractérisé la protéine recombinante Angptl2-GST 
exprimée dans des cellules HEK 293 et purifiée sur une colonne d’affinité. La protéine 
recombinante Angptl2-GST obtenue possède in vitro les propriétés pro-angiogéniques et 
chimio-attractantes spécifiques à la forme endogène native.  
Les études de caractérisation de la fonction biologique versus pathologique d’une 
protéine incluent souvent le gain de fonction de la protéine d’intérêt, or ceci est difficile 
à réaliser lorsque la protéine en question n’est pas disponible commercialement. Jusqu'à 
présent, deux compagnies fabriquent une forme recombinante de l’Angptl2, mais 
malheureusement la forme commerciale disponible n’est pas glycosylée. Ces 
compagnies ont utilisé des cellules transgéniques dérivées des plantes pour la production 
d'Angptl2, puisque c’est un procédé peu couteux qui permet une grande productivité 
(Ma et al., 2003). Cependant, même si les cellules dérivées de plantes sont capables de 
glycosyler certaines de leurs protéines endogènes (Ma et al., 2003), elles ne possèdent 
pas les sucres complexes nécessaires pour assurer les modifications post-
transcriptionnelles caractéristiques des glycoprotéines eucaryotes. Pour fabriquer une 
protéine recombinante fonctionnelle de l'Angptl2, il est donc impératif d’utiliser un 
système eucaryote. Cependant, l’inconvénient majeur de cette approche est le faible 
rendement (25 $g/L de milieu de culture). Il est évident que, d'un point de vue purement 
commercial, ce n’est pas rentable.  
Nous avons donc adapté une stratégie de synthèse de l’Angptl2-GST dans les cellules 
HEK 293, puis nous avons optimisé sa purification avec un système de FPLC dans le 
but de générer une forme active et fonctionnelle de l’Angptl2-GST. Une fois obtenue, la 




d’acrylamide. De plus, nous nous sommes assurés de l’identité de la bande obtenue par 
spectroscopie de masse.  
Nous avons ensuite vérifié la fonctionnalité de l’Angptl2-GST obtenue en testant son 
effet sur des aspects fonctionnels déjà connus dans la littérature. En effet, plusieurs 
études confirment un rôle pro-angiogénique de l’Angptl2: cette protéine stimule la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins chez le poisson zèbre (Kubota et al., 2005a), 
elle est impliquée dans la maturation des vaisseaux sanguins et elle stimule 
l’artériogenèse chez la souris (Tabata et al., 2009). Les études réalisées sur des cellules 
en culture démontrent également que l’Angptl2 possède une activité chimio-attractive 
sur des monocytes/macrophages (Tabata et al., 2009), elle stimule la formation des 
structures tubulaires dans les HUVEC (Kim et al., 1999b) et l’expansion des cellules 
souches hématopoïétiques (Zhang et al., 2006a). En accord avec ces études, la protéine 
Angptl2-GST que nous avons fabriquée conserve un effet chimio-attractant, de façon 
comparable au facteur de référence, le VEGF, et elle induit la formation de structures 
tubulaires dans des HUVEC cultivées sur du Matrigel, une couche semblable à la 
matrice extracellulaire. Ces données permettent d'affirmer que notre protéine Angptl2-
GST est fonctionnelle et qu’elle peut être utilisée afin d’étudier son l’implication 
physiologique/pathologique. 
  
En conclusion, nous avons optimisé la production de la protéine recombinante de 
l’Angptl2-GST par un système de cellules mammifères tel que les cellules HEK 293 qui 
assurent les modifications post-transcriptionnelles indispensables au maintien des 







3.4. Étude 4 (Étude en cours) : L’Angptl2 stimule la 
production d’espèces réactives oxygénées et inhibe la voie cytoprotectrice 
contrôlée par Nrf2 dans les cellules endothéliales humaines.  
L’Angptl2 stimule la production d’espèces réactives oxygénées 
et inhibe la voie cytoprotectrice contrôlée par Nrf2 dans les 















Le stress oxydant, étroitement lié aux processus d’inflammation, d’ischémie/hypoxie et 
de dysfonction endothéliale, est propice au développement des maladies 
cardiovasculaires telles que l’athérosclérose (Zhang, 2008). Produites à un niveau faible, 
les ROS sont utiles pour le bon fonctionnement cellulaire car elles participent aux 
mécanismes de transduction du signal et de l’expression génique (Ray et al., 2012); les 
ROS sont aussi impliquées dans les phénomènes physiologiques tels que l’apoptose, 
l’adhésion des monocytes aux CE et l’agrégation des plaquettes (Apel et al., 2004; 
Thannickal et al., 2000). Alors qu'une balance dynamique entre la production de 
radicaux libres et leur clairance est critique pour maintenir l'homéostasie cellulaire, un 
déséquilibre dans leur système de régulation est à l’origine de dommages pathologiques 
souvent irréversibles, comme dans le cas de l’athérosclérose (Vogiatzi et al., 2009). En 
effet, les ROS, qui diffusent facilement aux tissus avoisinants, attaquent les lipides, les 
protéines et l’ADN et sont impliquées dans les complications de toutes les étapes de 
l’athérosclérose (Purushothaman et al., 2007).  
La cellule dispose de systèmes antioxydants endogènes afin de contrebalancer les effets 
des ROS (Thannickal et al., 2000). Parmi d'autres, l’hème oxygénase (HO) est une 
enzyme endogène cytoprotectrice (Stocker et al., 2006). De très nombreux travaux 
démontrent une surproduction de HO-1 après une stimulation cellulaire, ce qui 
représenterait un état d’alerte à court terme, alors que dans les cas d’inflammation et de 
stress oxydant sévères, une diminution drastique du niveau intracellulaire de HO-1 est 
observée (Immenschuh et al., 2006; Pellacani et al., 1998). L’activité de cette enzyme 
est régulée principalement au niveau de la transcription de son gène par l’intermédiaire 
de certains facteurs de transcription dont le plus connu est le facteur Nrf2 (le facteur 
relié au NF-E2, nuclear factor erythroid 2- related factor 2) (Satoh et al., 2006). En 
effet, le promoteur du gène HO-1 contient deux motifs cis « enhancer » en amont du site 
d’initiation de la transcription, un élément de réponse au stress (StRE, stress response 
element) et un élément de réponse aux antioxydants (ARE, antioxidative response 
element).  
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La production du facteur de transcription Nrf2 est une réponse au stress oxydant et à 
l’inflammation; Nrf2 joue un rôle puissant dans la détoxification cellulaire (Singh et al., 
2010). Au repos, Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme par liaison à son inhibiteur 
endogène Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), une protéine associée au 
cytosquelette: le complexe Keap1/Nrf2 est un senseur cellulaire (Jaiswal, 2004). Une 
stimulation pro-oxydante modérée lève cette répression de Nrf2 via un mécanisme de 
dégradation de Keap1, résultant ainsi en une augmentation de la stabilité de la protéine 
Nrf2 (Jaiswal, 2004). La stabilité de Nrf2 ainsi que son activité transcriptionnelle sont 
régulées par la protéine stabilisatrice de Nrf2, DJ-1 (Shinkai et al., 2012; van Horssen et 
al., 2010). DJ-1 est une protéine ubiquitaire et multifonctionnelle qui, en plus d’être une 
protéine d’échafaudage coactivatrice transcriptionnelle de Nrf2, se lie sur Nrf2 dans le 
cytosol facilitant ainsi sa migration vers le noyau (Bitar et al., 2012) où elle s’associe 
aux éléments ARE/StRE et active la transcription d’une batterie de gènes cibles codants 
pour des protéines cytoprotectrices, dont HO-1 (Singh et al., 2010). En plus du contrôle 
de la stabilité de Nrf2 par Keap1 et DJ-1, Nrf2 serait aussi régulé par phosphorylation 
via les différentes protéines des voies MAPK (protéine kinase activée par le mitogène, 
Mitogen-Activated Protein Kinase) (McCubrey et al., 2006; Owuor et al., 2002; Pearson 
et al., 2001).  
Les voies MAPK sont un vaste mécanisme de signalisation intracellulaire complexe. De 
façon simplifiée, il existe trois voies majeures de MAPK : la voie ERK 1/2 
(extracellular signal-regulated kinase1/2) la voie JNK (c-jun N-terminal kinase) et la 
voie p38 kinase (Pearson et al., 2001). Ces cascades de kinases sont activées entre autres 
par des signaux inflammatoires (par exemple TNF-!, IL1 et IL6) et par le stress. Dans 
nos études précédentes, nous avons montré que l’ARN messager de l’Angptl2 est 6 fois 
plus exprimé dans les CE isolées chez des patients coronariens atteints de maladie 
pulmonaire obstructive chronique, en association avec un niveau élevé de stress oxydant 
et d’inflammation (Farhat et al., 2008). De plus, l’expression endothéliale de l’Angptl2 
est associée à une forte activation de l’Akt (Kubota et al., 2005b), connue dans le 
processus d’inflammation (Foster et al., 2012). L’expression endothéliale de l’Angptl2 
semble donc être directement liée à l’environnement oxydant et inflammatoire des 




relativement bien connues (section 1.4.3.), l’impact de l’Angptl2 dans le processus 
d’oxydation n'a jamais été étudié. Notre hypothèse est que l’Angptl2 est pro-oxydante, 
via une production de ROS et une répression du facteur de transcription antioxydant 
Nrf2.  
 
3.4.2. Matériel et méthodes 
 
3.4.2.1. Culture cellulaire 
Toutes les expériences ont été réalisées sur des HUVEC (Lonza) en culture, au troisième 
passage. Les cellules ont été cultivées dans un milieu supplémenté avec du FBS (1%), 
des facteurs de croissance spécifiques aux CE et des antibiotiques fournis dans le kit de 
culture des CE (Lonza). Les cellules ont été incubées pendant 16 h dans un médium sans 
sérum avant d'être stimulées par l'Angptl2. 
 
3.4.2.2. Production de ROS 
La mesure de la production de ROS dans des HUVEC vivantes a été effectuée en 
suivant le protocole décrit dans notre Étude 2 (section 3.2.2.) (Farhat et al., 2008) avec 
quelques modifications. Brièvement, des HUVEC ont été chargées avec 5 µM de CM-
H2DCFDA dans un milieu de culture sans phénol rouge, pendant 30 min à 37°C, puis 
lavées deux fois et laissées 15 min à 37°C. Pendant cette période, les cellules ont été 
pré-incubées pendant 30 min (dernières 15 min de l’incubation avec le CM-H2DCFDA 
et pendant les 15 min de repos) avec l’inhibiteur de la voie MAP kinase p38 (SB202190 
à une concentration de 10 µM). La fluorescence a été observée à 488 nm par 
microscopie confocale (microscope LSM 710 Zeiss). Les mêmes paramètres de capture 
d’image ont été utilisés pour toutes les expériences: objectif 63x7.4 plan-Apochromat à 
l'huile, laser Argon 488 nm, 0.1% de transmission; miroir dichroïque HFT 488 avec un 
filtre LP505, pinhole de 1.7 Airy units. La fluorescence basale des cellules (avant 
l’addition de l’Angptl2) a été considérée comme le contrôle négatif. La fluorescence a 
été mesurée pendant les 30 premières secondes puis 100 nM d’Angptl2 (10 µl) ont été 
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ajoutés sur les HUVEC et les images ont été capturées pendant 7-10 min. A la fin de 
chaque expérience, 1mM de H2O2 a été ajouté afin de déterminer le signal maximal.  
 
3.4.2.3. Extraction d’ARN et réaction RT  
L’extraction d’ARN et la réaction de transcription inverse ont été réalisées en suivant le 
protocole décrit dans les sections 3.1.2.2.1 et 3.1.2.2.2 de l’étude 2. Brièvement, l'ARN 
total a été extrait à partir des HUVEC en culture en utilisant le Kit Mini RNeasy 
(Qiagen) et la contamination d’ADN a été éliminée par une digestion avec de la DNase I 
(Qiagen), selon les instructions du fabriquant. La concentration totale de l'ARN a été 
quantifiée en utilisant un spectrophotomètre ND-100 NanoDrop. L'ARN total a été 
ensuite transcrit par une réaction de transcription inverse, selon le protocole du 
fabricant: 1 µg d'ARN total a été mélangé avec 100 µg de Pd(N)6 et 1 µl de dNTP (10 
mM) dans un volume total de 12 µl. Les échantillons ont été incubés à 65°C pendant 5 
min. Puis, 4 µl du tampon 5X First-Standard, 2 µl de DTT (0,1 M), 1 µl de RNase out et 
1 µl de l’enzyme M-MLV ont été ajoutés. La réaction a été incubée 60 min à 37°C. La 
réaction de RT a été arrêtée par chauffage à 70°C pendant 15 min. 
 
3.4.2.4. Quantification de l’expression génique par PCR en temps réel 
(QPCR) 
La quantification des gènes IL-6, TNF-#, VEGF, HO-1, Nrf2 et GAPDH a été réalisée 
par la technique de QCPR décrite dans la section 3.1.2.5 de l’étude 2. Brièvement, le 
mélange réactionnel QPCR (volume de 25 $l) contenait 12,5 µl du «Platinum SYBR 
Green QPCR SuperMix-UDG» (Invitrogen), une concentration finale de 300 nM (2 µl) 
d'amorces sens et antisens spécifiques à chaque gène amplifié (Tableau VI), 0,5 µl du 
colorant de référence ROX (Invitrogen) et 1 ng (10 µl) de l'échantillon d'ADNc. Les 
réactions QPCR ont été effectuées en utilisant une plateforme MxPro3000 (Agilent) 
avec le profil suivant: première étape d'activation des enzymes (10 min à 95°C), puis 40 
cycles de dénaturation (30 secondes à 95°C), hybridation (1 min à 55°C) et extension 
(1min à 72°C). Les amorces des gènes cibles ont été conçues en utilisant Clone Manager 




courbe standard. La présence d'un produit valide a été confirmée par séquençage et par 
l'apparition d'un seul pic dans la courbe de dissociation. Tous les échantillons ont été 
réalisés en duplicata et les changements dans l'expression des gènes cibles ont été 
calculés en utilisant la méthode de **CT avec le gène de ménage GAPDH. 
 
Tableau VI Séquence des amorces utilisées en QPCR 
Gènes Séquence des amorces sens Séquence des amorces antisens 
IL-6 GACAGCCACTCACCTCTTCA CACCAGGCAAGTCTCCTCAT 
TNF-#  CTCTTCTGCCTGCTGCACTT CTCTCAGCTCCACGCCATTG 
VEFG GAGGGCAGAATCATCACGAA CATGGTGATGTTGGACTCCT 
HO-1 TGCCAGTGCCACCAAGTTCAAG AGCAGCTCCTGCAACTCCTCAA 
Nrf2 TTCAGCCAGCCCAGCACATC CGTAGCCGAAGAAACCTCATTGTC 
GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGA CATTGATGACAAGCTTCCCG 
 
3.4.2.5. Quantification de l’expression protéique par immunobuvardage 
de type Western 
Des HUVEC ont été cultivées dans des plaques à 6 puits jusqu’à 80-90% de confluence. 
Pour une stimulation à court terme avec l’Angptl2 (100 nM, pendant 10 min, 1 h ou 4 
h), les HUVEC ont été préincubées pendant 16 h dans un milieu sans sérum. Cependant, 
pour une stimulation de 24 h, les HUVEC ont été préincubées seulement 4 h sans sérum 
puisque la stimulation avec l'Angptl2 se fait en absence de sérum. Pour chaque temps 
d’incubation, des HUVEC stimulées avec le tampon de dialyse (correspondant au lot 
d’Angptl2 utilisé), ou avec du milieu sans sérum, représentaient la condition contrôle. 
L’extraction des protéines cytosoliques et nucléaires a été réalisée en utilisant le kit 
d’extraction «NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents» (Thermo Fisher 
Scientific) selon le protocole suggéré par la compagnie. Notons qu'il est impératif 
d’ajouter des inhibiteurs spécifiques pour bloquer les phosphatases et les protéases 
intracellulaires.  
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Brièvement, le jour de l’extraction, 100 µl du tampon CRE I du kit d'extraction, 1 µl du 
cocktail d’inhibiteurs de protéases (100X, Pierce Biotechnology), 1 mM d’EDTA, 10 
mM d’EGTA et 1 µM de microcystine ont été ajoutés à chaque puits et transférés dans 
un tube eppendorf. Le tube a été vigoureusement vortexé 15 sec et incubé pendant 10 
min sur la glace. Puis, 5,5 µl du tampon CER II du kit d'extraction ont été ajoutés et le 
mélange a été vortexé 15 sec et incubé 1 min sur la glace. Le tube a été ensuite 
centrifugé pendant 5 min à 13000 tours/min à 4°C. Le surnageant constitue la fraction 
cytosolique. Trente µl du tampon NER du kit d'extraction, 0,3 µl du cocktail 
d’inhibiteurs de protéases (10X, Pierce Biotechnology), 1 mM d’EDTA, 10 mM 
d’EGTA et 1 µM de microcystine ont été ajoutés au culot, vortexés pendant 15 sec et 
incubés sur la glace pendant 10 min. Cette dernière étape de vortex/incubation a été 
répétée quatre fois. Le tube a ensuite été centrifugé pendant 15 min à 13000 tours/min à 
4°C. Le surnageant de cette étape constitue la fraction nucléaire. La quantité de 
protéines totales dans les deux fractions a été dosée par la technique de Bradford.  
Pour chaque échantillon, 35 µg et 20 µg de protéines cytoplasmiques et nucléaires, 
respectivement, ont été utilisés lors de la technique d’immunobuvardage de type 
Western décrite en détails dans la section 3.3.2.3. Les membranes de nitrocellulose ont 
été incubées pendant 16 h avec les anticorps suivants : anti-Nrf2 de lapin (1:200, 
SantaCruz); anti-nucléoporine (Nup62) de souris (1:1000, Abcam); anti-Keap1 de 
chèvre (1:200, SantaCruz); anti-DJ-1 de chèvre (1:200, SantaCruz); anti-phospho-p38 
de lapin (1:1000, Cell Signaling); anti-p38 de lapin (1:1000, Cell Signaling); anti-








L'Angptl2 est un facteur pro-inflammatoire  
Dans le but de confirmer l’effet pro-inflammatoire de l’Angptl2, des HUVEC ont été 
stimulées pendant 10 min, 1 h, 4 h ou 24 h avec 100 nM d’Angptl2 et le niveau 
d’expression des molécules inflammatoires TNF-! et IL-6 a été évalué par PCR en 
temps-réel. L’Angptl2 augmente significativement l’expression de ces deux marqueurs 
d’inflammation, quelque soit le temps de stimulation (Figure 29). Afin de vérifier que 
ces réponses n'étaient pas indirectement induites par l’intermédiaire du VEGF, nous 
avons aussi examiné l’expression du gène codant pour le VEGF en présence d’Angptl2 
(Figure 30). L’Angptl2 n’affecte pas l’expression du VEGF, suggérant que la réponse 
inflammatoire engendrée est spécifique à l’Angptl2. 
 
10 min  1 h  4 h  24 h  10 min  1 h  4 h  24 h  
 
Figure 29 L’Angpt2 stimule l’expression génique des molécules inflammatoires  
L’analyse quantitative par QPCR de l’expression génique de TNF-# et de l’IL-6 a été 
effectuée sur des HUVEC en culture stimulées ou pas (milieu sans sérum) avec la 
protéine recombinante de l’Angptl2 (100 nM) pendant 10 minutes, 1 h, 4 h ou 24 h. Les 
résultats ont été normalisés à l’expression du gène GAPDH; la moyenne du niveau 
d’expression génique dans les cellules non stimulées (milieu sans sérum pendant 10 
min) a été arbitrairement fixée à 1. Les données sont des moyennes ± SEM de n=3 
expériences. Chaque expérience a été effectuée en duplicata. *: p < 0.05 versus le milieu 




Figure 30 L’Angpt2 stimule l’expression génique des molécules inflammatoires 
indépendamment du VEGF.  
L’analyse quantitative par QPCR de l’expression génique de VEGF, TNF-# et de l’IL-6 
a été effectuée sur des HUVEC en culture stimulées ou pas (milieu sans sérum ou 
tampon de dialyse de l’Angptl2) avec la protéine recombinante de l’Angptl2 (100 nM) 
pendant 10 minutes. Les résultats ont été normalisés à l’expression du gène GAPDH; la 
moyenne du niveau d’expression génique dans les cellules non stimulées (milieu sans 
sérum) a été arbitrairement fixée à 1. Les données sont des moyennes ± SEM de n=3 
expériences. Chaque expérience a été effectuée en duplicata. *: p < 0.05 versus le milieu 
sans sérum. 
 
L'Angptl2 est un facteur pro-oxydant 
L’ajout d'Angptl2 dans des HUVEC marquées au CM-H2DCFDA, une sonde 
fluorescente pour détecter les ROS de façon non spécifique, engendre une production 
instantanée et durable de ROS en fonction de la concentration d'Angptl2 (Figure 31). La 
concentration de 100 nM d’Angplt2 induit une production massive de ROS dont les 






Figure 31 L'Angptl2 induit une production de ROS dans les HUVEC vivantes. 
(A) Images confocales représentant le niveau de fluorescence/ROS dans les HUVEC 
avant (niveau de base, 0 sec) et après (à 300 sec) l’ajout de la protéine recombinante 
d’Angptl2 à 1, 10 ou 100 nM. Un signal maximal de ROS a été obtenu en traitant les 
HUVEC avec 1 mM de H2O2. (B) Représentation de la cinétique du signal fluorescent 
dans des HUVEC vivantes. Dans cet exemple, la production de ROS a été suivie 
pendant 5 min en présence de 10 nM d’Angptl2, puis pendant une période de 7 min 
après addition de H2O2 (1 mM). (C) Effet dose-dépendant de l’Angptl2 sur la production 
(effet maximal) de ROS. À 100 nM, l’Angptl2 induit une production de ROS 
comparable à celle induite par le H2O2. Les données sont des moyennes ± SEM. Chaque 
expérience a été répétée 2 à 3 fois, et 6 cellules au minimum ont été analysées 








L'Angptl2 inhibe l'expression de HO-1 
Nos résultats confirment les données publiées dans la littérature (Chang et al., 2002): en 
réponse à une exposition prolongée (4 et 24 h) à un milieu de culture sans sérum, les 
cellules surexpriment le gène HO-1 (Figure 32). Cette réponse est complètement 
bloquée par l'addition d’Angptl2, suggérant qu’à long terme l’Angptl2 diminue la 




Figure 32 Une stimulation prolongée des HUVEC avec l’Angptl2 inhibe l’expression 
de HO-1 induite par la privation de sérum. 
L’expression du gène HO-1 a été analysée par QPCR en temps réel dans des HUVEC 
stimulées ou pas (milieu sans sérum) avec la protéine recombinante de l’Angptl2 (100 
nM) pendant 10 min, 1 h, 4 h et 24 h. Les résultats ont été normalisés avec le GAPDH 
de chaque échantillon; la condition contrôle (milieu sans sérum, condition basale) a 
arbitrairement été fixée à 1. Les données sont des moyennes ± SEM de n=4. Chaque 







L'Angptl2 induit une translocation nucléaire de Nrf2 à court terme, mais une 
inhibition à long terme  
La protéine Nrf2 contient 605 a.a. et a un poids moléculaire théorique de 66 kDa. 
Cependant, la présence d'a.a. hautement acides retarde la migration de la protéine sur un 
gel d’acrylamide dénaturant, donnant ainsi une bande de 98 kDa (Sun et al., 2008). 
L'exposition des HUVEC avec de l’Angptl2 produit une réponse biphasique sur la 
translocalisation nucléaire de Nrf2, dépendamment de la durée de stimulation: une 
accumulation de Nrf2 est observée dans le noyau des HUVEC après une stimulation de 
10 min (Figure 33). En revanche, une baisse du niveau nucléaire de Nrf2 est observée 
suite à une incubation prolongée (24 h) avec l’Angptl2 (Figure 33). Cette inactivation de 
Nrf2 concorde avec l'inhibition de HO-1 observée après 24 h de stimulation à l'Angptl2 
(Figure 32).  
Le facteur de transcription Nrf2 est contrôlé au niveau de sa stabilité par Keap1 qui 
inhibe Nrf2 par ubiquitinylation et par DJ-1 qui stabilise Nrf2 afin de favoriser sa 
translocalisation nucléaire (Shinkai et al., 2012; van Horssen et al., 2010). Sur des 
HUVEC stimulées à l’Angptl2, le profil de migration de la protéine Keap1 montre la 
présence de deux formes: une forme réduite migrant selon le poids moléculaire 
théorique de 71 kDa et une forme oxydée à mobilité électrophorétique plus lente. Cette 
dernière est responsable de la dégradation de Nrf2 par le protéasome. La Figure 33B 
illustre qu’en absence de stimulation, la protéine Keap1 est majoritairement sous sa 
forme réduite; en revanche lorsque les HUVEC sont traitées pendant 4 ou 24 h avec 
l’Angptl2, Keap1 est sous sa forme oxydée. Parallèlement, une diminution de la quantité 
de protéine stabilisatrice DJ-1 est observée suite à une incubation prolongée avec 
l’Angpl2 (Figure 33C). Nos résultats suggèrent que l’inhibition à long terme de la 
translocalisation nucléaire de Nrf2 est régulée, du moins en partie, par ses deux 





Figure 33 Une stimulation aigüe des HUVEC avec l’Angptl2 stimule la translocation 
nucléaire de Nrf2 alors qu'une stimulation prolongée l’inhibe. 
Des HUVEC ont été exposées ou pas (milieu sans sérum) à 100 nM d’Angptl2 pour 10 
min, 1 h, 4 h et 24 h puis lysées et les protéines cytosoliques et nucléaires ont été 
extraites séparément. (A) Le niveau de Nrf2 dans les fractions nucléaires a été révélé par 
immunobuvardage de type Western avec un anticorps spécifique dirigé contre la forme 
entière de Nrf2. La cinétique de translocalisation de Nrf2 a été normalisée par rapport à 
l'expression de la nucléoporine 62 (Nup62) dans les mêmes échantillons. Le niveau de 
Nrf2 dans le noyau des HUVEC non stimulées (milieu sans sérum pour 10 min) a été 
arbitrairement fixé à 1. (B) Le ratio cytosolique des deux formes [oxydée (82 
kDa)/réduite (71 kDa)] de l’inhibiteur Keap1 a été normalisé par le GAPDH. Le niveau 
de Keap1 dans le cytosol des HUVEC non stimulées (milieu sans sérum pour 10 min) a 
été fixé à 1. (C) Le niveau d’expression nucléaire du stabilisateur DJ-1 a été normalisé 
par la Nup62. Le niveau de DJ-1 dans le noyau des HUVEC non stimulées (milieu sans 
sérum pour 10 min) a été fixé à 1. Les données sont des moyennes±SEM de n=3 ou 6 





L'Angptl2 déclenche la voie des kinases induites par le stress, la voie MAP kinase p38 
A l'état basal, p38 est majoritairement présente dans les HUVEC sous sa forme inactive 
et non phosphorylée; en présence d’Angptl2, pour une durée de 10 min, la 
phosphorylation de p38 est fortement stimulée (Figure 34). Cette activation persiste 
après 1h d'exposition à l'Angptl2, mais s'atténue après 4 et 24 h de stimulation (Figure 
34). 
Afin de déterminer si cette activation de p38 est en lien avec la production de ROS et la 
modulation de Nrf2, nous avons testé l'effet d'un inhibiteur pharmacologique de la voie 
de p38, le SB202190. 
Puisque la protéine Hsp27 est un substrat pour la MAP kinase p38, nous avons tout 
d'abord validé que le composé SB202190 était efficace pour bloquer son activité, dans 
notre modèle d'HUVEC en culture. En accord avec les données obtenues pour p38 
(Figure 34), 10 min d'exposition à l'Angptl2 stimulent la phosphorylation de Hsp27, 
mais 24 h tendent seulement à l'activer (Figure 35). SB202190 bloque complètement la 
phosphorylation de Hsp27 engendrée par l’Angptl2 après 10 min et tend à diminuer 
celle observée après 24 h d'exposition à l'Angptl2 (Figure 35). Ces données suggèrent 




Figure 34 Effet du temps d’exposition des HUVEC à l’Angptl2 sur l’activation de la 
voie MAP kinase p38. 
Un immunobuvardage de type Western de la protéine phospho-p38 MAPK et de la 
protéine totale p38 MAPK a été effectué sur un lysat de HUVEC stimulées ou pas 
(milieu sans sérum) pendant 10 min, 1 h, 4 h et 24 h en présence de 100 nM d’Angptl2. 
Les résultats de la forme phosphorylée ont été normalisés à l’expression de la forme 
totale de p38 MAPK et au niveau de GAPDH. Le niveau de phospho-p38 MAPK dans 
les HUVEC non stimulées (milieu sans sérum pour 10 min) a été fixé à 1. Les données 
sont des moyennes±SEM de n=3 (1h et 4h de stimulation) à 6 (10 min et 24h de 










Figure 35 Effet de l'inhibiteur de la voie MAP kinase p38, SB202190, sur l’activation 
de Hsp27 induite par l'Angptl2. 
Un immunobuvardage de type Western de la protéine phospho-p38 (P-p38) et de la 
protéine totale phospho-Hsp27 (P-Hsp27) a été effectué sur un lysat de HUVEC 
stimulées ou pas (milieu sans sérum) pendant 10 min ou 24 h en présence de 100 nM 
d’Angptl2, seule ou combinée au SB202190. Les résultats de la forme phosphorylée ont 
été normalisés à l’expression de la forme totale et au niveau de GAPDH. Le niveau de 
phospho-Hsp27 dans les HUVEC non stimulées (milieu sans sérum pour 10 min) a été 
fixé à 1. Les données sont des moyennes±SEM de n=3 expériences. *: p < 0.05.  
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La voie MAP kinase p38 joue un rôle dans l’accumulation de ROS induite par 
l’Angptl2 
L’exposition des HUVEC vivantes avec 100 nM d’Angptl2 augmente de 80% le niveau 
intracellulaire de ROS ($ Angptl2) comparativement aux HUVEC incubées 5 min avec 
le véhicule de l’Angptl2 ($ Control) (Figure 36). L'inhibiteur de la voie MAP kinase 
p38, le SB202190, réduit significativement le signal ROS ($ Angptl2 + SB, Figure 36). 
Ces résultats suggèrent que l’Angptl2 emprunte, du moins partiellement, la voie de 




Figure 36 Un traitement avec l’inhibiteur de la voie MAP kinase p38, le SB201290, 
réduit la production de ROS par l’Angptl2 dans les HUVEC. 
Panneaux du haut: Cinétiques de l’induction du signal fluorescent (pendant 500 sec) 
dans des HUVEC vivantes, préincubées ou pas avec le SB202190 pendant 30 min en 
présence de 5 µM de CM-H2DCFDA dans un milieu de culture sans phénol rouge. 
Après une période de repos (15 min), le signal fluorescent a été enregistré avant et après 




Panneaux du bas: La différence (en %, représentée par le symbole $) entre le niveau 
basal de fluorescence et après 5 min d'exposition à l'Angptl2 a été quantifiée dans des 
HUVEC non stimulées ($ Control), stimulées 5 min avec l’Angptl2 ($ Angptl2) ou 
prétraitées avec l’inhibiteur de la voie MAP kinase p38 et ensuite stimulées 5 min avec 
l’Angptl2 ($ Angptl2 + SB). Les données sont des moyennes ±SEM. Chaque expérience 
a été répétée 2 à 4 fois, et au moins 4 cellules ont été analysées individuellement par 
condition. *: p<0.05 versus l’Angptl2. NS : statistiquement non significatif.  
 
 
La voie MAP kinase p38 semble jouer un rôle dans la régulation de Nrf2 par 
l’Angptl2 
Le bloqueur de MAP kinase p38 tend à diminuer l'expression nucléaire de Nrf2 induite 
par 10 min d’Angptl2 (augmentation de Nrf2 non significative, n=3) (Figure 37). Les 
données sont moins claires après 24 h. Ces données préliminaires doivent donc être 
répétées afin de conclure quel est le rôle de la voie MAP kinase p38 dans la modulation 






Figure 37 Effet de l’inhibition de la voie MAP kinase p38 sur la régulation de Nrf2 par 
l’Angptl2. 
Un immunobuvardage de type Western de la protéine Nrf2 a été effectué sur des 
fractions nucléaires extraites des HUVEC stimulées ou pas pendant 10 min et 24h en 
présence ou pas de 100 nM d’Angptl2, seule ou combinée à l’inhibiteur de MAP kinase 
p38 (SB202190). Les résultats de Nrf2 ont été normalisés au rouge Ponceau; le niveau 
d'expression de Nrf2 chez des HUVEC non stimulées (milieu sans sérum pendant 10 
min) a été fixée à 1. Les données sont des moyennes ±SEM. L’expérience a été validée 






En plus de confirmer son effet pro-inflammatoire (Kikuchi et al., 2008; Tabata et al., 
2009), nous démontrons pour la première fois, qu’une exposition des CE à l’Angptl2 
engendre une production instantanée et soutenue de ROS par la voie MAP kinase p38, 
du moins en partie. Nous proposons un mécanisme de signalisation intracellulaire qui 
pourrait mener aux effets pro-oxydants de l’Angptl2 : à court terme, la production de 
ROS engendrée par l’Angptl2 est accompagnée par une accumulation nucléaire de Nrf2 
et une activation de la voie MAP kinase p38 (augmentation du niveau des phospho-p38 
et phospho-Hsp27), sans toutefois produire un changement de Keap1, DJ-1 ou même de 
HO-1. Cependant, suite à une incubation plus prolongée avec l’Angptl2, l'expression 
nucléaire de Nrf2 diminue et le niveau de HO-1 est lui aussi baissé. Ces changements 
semblent être contrôlés par Keap1 et DJ-1, contribuant ainsi à maintenir un stress 
oxydant élevé. En revanche, l’activité de la MAP kinase p38 ne semble pas augmentée 
après 24h de stimulation avec l’Angptl2 et SB202190 n’a aucun effet convainquant sur 
Nrf2. En conséquence, le mécanisme intracellulaire derrière l’effet pro-oxydant de 
l’Angptl2 est complexe et nécessite des études complémentaires. 
Dans la littérature, très peu d’études se sont consacrées à la fonction physiologique ou 
pathologique de l’Angptl2 chez l’Homme. L'Angptl2 semble contribuer à la 
pathogénèse de maladies chroniques inflammatoires (voir section 1.4.3. pour plus de 
détails) mais à ce jour, les propriétés pro-oxydantes de l'Angptl2 n'ont jamais été 
rapportées. Nous sommes les premiers à démonter que l’Angptl2 stimule une forte et 
rapide (de l'ordre de quelques secondes) formation de ROS dans les HUVEC. Le lien 
entre l’Angptl2 et le stress oxydant était déjà suggéré dans nos études antérieures 
puisque nous avons démontré que 1) l’Angptl2 est sécrétée préférentiellement dans les 
conditions pro-oxydantes et pro-inflammatoires tel que dans notre modèle de CE 
sénescentes cultivées à partir d'artères mammaires internes de patients coronariens 
(hIMAEC), 2) le profil d’expression génique des hIMAEC est drastiquement altéré 
comparativement à celui de cellules saines (Voghel et al., 2007), associé à un faible 
degré de défense antioxydante endogène (Farhat et al., 2008), et à une sénescence 
précoce (étude 1), 3) un traitement des hIMAEC avec un agent antioxydant ralentit 
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l'entrée en sénescence de ces cellules (Voghel et al., 2008b) et baisse l’expression 
d’Angptl2 (étude 1). Nos données sont en accord avec celles publiées par l’équipe du Dr 
Oike qui a observé une diminution significative du niveau circulant d’Angptl2 chez des 
patients diabétiques traités avec le pioglitazone, un inhibiteur des récepteurs PPAR" et 
un puissant antioxydant (Tabata et al., 2009). Dans l’ensemble, nos résultats démontrent 
un effet dose-dependant de l’Angptl2 sur la production de ROS. De plus, un 
environnement pro-oxydant induit l’expression d’Angptl2, suggérant ainsi la présence 
d’un cercle vicieux entre l’abondance d’Angptl2 et la production de ROS. 
 
Des études fort intéressantes montrent que chez les souris knock-out pour Keap1, Nrf2 
s’accumule massivement dans le noyau de différents types cellulaires tels que les CE et 
les fibroblastes; cependant, des réponses opposées sont observées à long terme (après 
quelques mois), soit une sensibilité accrue au stress oxydatif et une apoptose cellulaire 
(Strachan et al., 2005; Velichkova et al., 2005). Ces résultats, confirmés par des études 
cellulaires (Jaiswal, 2004), ont été les premiers à suggérer que la présence nucléaire de 
Nrf2 est régulée de façon positive et négative : l'activation aigüe et modérée de Nrf2 
(par des stimuli pro-oxydants) induit une sur-activation des gènes possédant l’élément 
ARE et une réponse anti-oxydante, alors qu’une exposition chronique régule Nrf2 à la 
baisse résultant en une diminution de l’expression des gènes cytoprotecteurs (Jain et al., 
2006; Jaiswal, 2004). Nos données démontrent que l’Angptl2 est un stimulus qui régule 
Nrf2 selon ce profil biphasique: l'Angptl2 en aigü active la translocalisation nucléaire de 
Nrf2 alors qu'une exposition prolongée à l'Angptl2 l'inhibe. Notons que chez les patients 
atteints de MPOC, l’exposition à la fumée de cigarette module également l’activité de 
Nrf2 de façon biphasique (Boutten et al., 2010). D'autre part, nous avons démontré que 
le tabagisme, et la MPOC en particulier, stimulent l’expression d’Angptl2 dans des CE 
(Farhat et al., 2008). Ces résultats soulèvent une question importante : certaines des 
effets néfastes de la fumée de cigarette, qui produit un environnement cellulaire pro-
oxydant et pro-inflammatoire, passent-ils par l’intermédiaire de l’Angptl2? Des études 
complémentaires sont nécessaires pour pouvoir répondre à cette question. On pourrait 
par exemple tester l’effet de l’exposition à la fumée de cigarette dans un modèle de 




Nous avons également identifié les protéines adaptatrices Keap1 et DJ-1 comme des 
partenaires potentiels dans la régulation de Nrf2 par l’Angptl2. En effet, Keap1 est une 
protéine adaptatrice qui conduit Nrf2 vers sa dégradation par le protéasome (Shinkai et 
al., 2012). DJ-1, quant à elle, a été identifiée comme une protéine cytoprotectrice face 
au stress oxydant, elle se lie au Nrf2 pour faciliter sa translocalisation vers le noyau (van 
Horssen et al., 2010). Nos résultats montrent clairement que l’Angptl2 promeut l’état 
oxydé de Keap1, ce qui favorise sa liaison à Nrf2 et facilite la dégradation de ce dernier. 
En parallèle, l’Angptl2 diminue l'expression de la protéine stabilisatrice DJ-1. 
L'augmentation de Keap1 et la diminution de DJ-1 inhibent l'activation des gènes cibles 
de Nrf2 et donc l'expression d'enzymes antioxydantes telles que HO-1. En conséquence, 
cette inhibition prolongée de Nrf2 par l'Angptl2 pourrait contribuer à maintenir un stress 
oxydant élevé et néfaste aux fonctions cellulaires. 
En plus de sa modulation par les protéines adaptatrices, Nrf2 est également contrôlé par 
phosphorylation. La voie MAPK via p38 semblerait participer à la régulation de Nrf2; 
cependant les données de la littérature (Owuor et al., 2002) sont contradictoires, 
spécifiques au contexte, rendant la compréhension de ce mécanisme difficile. 
Malheureusement, nos résultats ne nous permettent pas encore d’affirmer que la voie 
MAP kinase p38 est responsable de la modulation de Nrf2 par l’Angptl2. Cependant, la 
diminution de la production de ROS en présence de l'inhibiteur de cette voie 
(SB202190) et la tendance à l'inhibition de l'activation à court terme de Nrf2 par 
l'Angptl2 en présence de SB202190 suggèrent que la voie MAP kinase p38 pourrait 
jouer un rôle dans la propagation de la réponse à l’Angptl2. Le rôle de la MAP kinase 
p38 dans l'inhibition à long terme de Nrf2 par l'Angptl2 reste à être démontré.  
 
En conclusion, nos résultats démontrent que l’Angptl2 promeut la formation de ROS 
dans les HUVEC. Cette nouvelle propriété de l’Angptl2 associée à son implication dans 
les processus d’inflammation renforce l'hypothèse qu'un niveau élevé d'Angptl2 est 







3.5. Étude 5 : Deuxième Article  
 (Résultats publiés) 
 
















3.5.1. Apport original et contribution des coauteurs 
 
Nada Farhat, Nathalie Thorin-Trescases, Maya Mamarbachi, Louis Villeneuve, Carol 
Yu, Cécile Martel, Natacha Duquette, Mathieu Gayda, Anil Nigam, Martin Juneau, 
Bruce G. Allen et Eric Thorin (2013). Angiopoietin-like 2 promotes atherogenesis in 
mice. JAHA (in press). 
 
Ce manuscrit a été accepté pour publication dans la revue scientifique Journal of 
American Heart Association le 10 avril 2013. 
 
Nada Farhat : Conception et design expérimental, cueillette des données, analyse des 
données, interprétation des résultats, préparation des figures, rédaction du manuscrit, 
revision et correction du manuscrit et approbation de la version finale de manuscrit. 
 
Nathalie Thorin-Trescases : Conception et design expérimental, analyse des données, 
interprétation des résultats, préparation des figures, rédaction du manuscrit, revision et 
correction du manuscrit et approbation de la version finale de manuscrit. 
 
Maya Mamarbachi: Cueillette des données, analyse des données et approbation de la 
version finale de manuscrit. 
 
Louis Villeneuve: Cueillette des données, analyse des données et approbation de la 
version finale de manuscrit. 
 
Carol Yu: Cueillette des données, analyse des données et approbation de la version 
finale de manuscrit. 
 
Cécile Martel: Préparation d’une partie de la protéine recombinante d’Angptl2 et 
approbation de la version finale de manuscrit. 
 
 222 
Natacha Duquette: Cueillette des données et approbation de la version finale de 
manuscrit. 
 
Mathieu Gayda: Conception et design expérimental chez l’humain et approbation de la 
version finale de manuscrit. 
 
Anil Nigam: Conception et design expérimental chez l’humain, interprétation des 
résultats, correction du manuscrit et approbation de la version finale de manuscrit. 
 
Martin Juneau: Conception et design expérimental chez l’humain, interprétation des 
résultats, correction du manuscrit et approbation de la version finale de manuscrit. 
 
Bruce G. Allen: Conception et design expérimental, interprétation des résultats, 
révision et correction du manuscrit, approbation de la version finale de manuscrit. 
 
Eric Thorin: Conception et design expérimental, analyse des données, interprétation 











Angiopoietin-like 2 promotes atherogenesis in mice 
Farhat, Angiopoietin-like 2 is pro-atherogenic 
 
Nada Farhat (MSc)1, Nathalie Thorin-Trescases (PhD)*, Maya Mamarbachi (MSc)*, 
Louis Villeneuve (MSc)*, Carol Yu (MSc)1, Cécile Martel (PhD)1, Natacha Duquette 
(MSc)*, Mathieu Gayda (PhD)2, Anil Nigam (MD)2, Martin Juneau (MD)2, Bruce G. 
Allen (PhD)2 and Eric Thorin (PhD) 1, 3 
 
Departments of Pharmacology1, Medicine2, Surgery3, Université de Montréal, Montreal 
Heart Institute*, Centre de recherche, Montreal, Quebec, Canada. 
 
Corresponding author:  
Dr. Eric Thorin, Montreal Heart Institute, Centre de recherche, 5000, rue Bélanger, 
Montréal, Québec, H1T 1C8, Canada.  
Tel.: +1 (514) 376-3330; fax: +1 (514) 376-1355 
Journal Subject Codes: [95], [96], [97], [145] and [147] 
 224 
Abstract  
Background Angiopoietin like-2 (angptl2), a pro-inflammatory protein, is overexpressed 
in endothelial cells (EC) from patients with coronary artery disease (CAD). Whether 
angptl2 contributes to atherogenesis is unknown. We tested the hypothesis that angptl2 
promotes inflammation and leukocyte adhesion onto EC, thereby accelerating 
atherogenesis in pre-atherosclerotic dyslipidemic mice. 
Methods and Results In EC freshly isolated from the aorta, basal expression of TNF-# 
and IL-6 mRNA was higher in 3-month old (mo) severely dyslipidemic mice (LDLr-/-; 
hApoB100+/+; ATX) than in control healthy wild type (WT) mice (p<0.05) and was 
increased in both groups by exogenous angptl2 (100 nmol/L). Angptl2 stimulated the 
adhesion of leukocytes ex vivo on the native aortic endothelium of ATX, but not WT 
mice, in association with a higher expression of ICAM-1 and P-selectin in EC (p<0.05). 
Antibodies against these endothelial adhesion molecules prevented leukocyte adhesion. 
Intravenous administration of angptl2 for 1 month in pre-atherosclerotic 3-mo ATX 
mice increased (p<0.05) total- and LDL-cholesterol levels, strongly induced (p<0.05) 
the expression of endothelial pro-inflammatory cytokines and adhesion molecules while 
accelerating atherosclerotic lesion formation by 10 fold (p<0.05). Plasma and aortic 
tissue levels of angptl2 increased (p<0.05) with age and were higher in 6- and 12-mo 
ATX mice than in age-matched WT mice. Angptl2 accumulated to high levels in the 
atherosclerotic lesion (p<0.05). Finally, angptl2 was greatly expressed (p<0.05) in EC 
cultured from CAD patients and circulating angptl2 levels were 6-fold higher in CAD 
patients compared to age-matched healthy volunteers.  
Conclusion Angptl2 contributes to the pathogenesis of atherosclerosis. 
 
Key words: Adhesion molecules, aging, inflammation, freshly isolated mouse 





Angiopoietin-like (angptl) proteins are a new family of angiogenic factors composed of 
eight members (angptl1 to 8) (Hato et al., 2008; Morisada et al., 2006a; Quagliarini et 
al., 2012). Of these, angptl3 (Ando et al., 2003; Kathiresan et al., 2008), angptl4 
(Adachi et al., 2009) and angptl6 (Oike et al., 2005b; Oike et al., 2009a) regulate lipid 
and energy metabolism and could therefore contribute to the regulation of the 
cardiovascular functions as well as influence the progression of cardiovascular diseases, 
including atherosclerosis (Miida et al., 2010; Oike et al., 2009a). Angptl2 is a 
circulating glycoprotein with abundant expression in the heart, adipose tissue, lung, 
kidney and skeletal muscle (Kim et al., 1999b; Tabata et al., 2009). Its expression is 
stimulated by hypoxia (Oike et al., 2009a; Tabata et al., 2009) and it induces 
angiogenesis and endothelial cell (EC) migration (Morisada et al., 2006a; Oike et al., 
2004a; Tabata et al., 2009). Over-expression of angptl2 is pro-inflammatory in 
keratinocytes, in adipose tissue and in EC (Hato et al., 2008; Tabata et al., 2009). In 
both mouse and human, circulating levels of angptl2 correlate with inflammation, 
adiposity and insulin resistance (Doi et al., 2012; Tabata et al., 2009). We previously 
reported a 4-fold increase of mRNA levels of angptl2 in EC isolated from arteries of 
active smokers with severe coronary artery disease (CAD) compared to non-smokers 
(Farhat et al., 2008), while angptl2 has recently been associated to synovial 
inflammation in rheumatoid arthritis (Okada et al., 2010), chronic inflammation in 
dermatomyositis (Ogata et al., 2012), cancer (Aoi et al., 2011; Endo et al., 2012) and to 
abdominal aortic aneurysms (Tazume et al., 2012). In addition, plasma levels of angptl2 
are higher in Japanese patients with CAD than in healthy subjects and correlate with the 
severity of the disease (Oike et al., 2009a; Tabata et al., 2009). Collectively, these data 
suggest that angptl2 promotes inflammation, but its contribution to the development of 
chronic endothelial / vascular inflammation leading to atherosclerosis remains to be 
demonstrated.  
The present study was designed to determine the role of angptl2 and by which 
molecular mechanism it could participate to the pathogenesis of the atherosclerotic 
process in severely dyslipidemic LDLr-/-; hApoB+/+ (ATX) mice. We report that angptl2 
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induces a pro-inflammatory response in freshly isolated EC and triggers leukocyte 
adhesion onto the native endothelium of pre-atherosclerotic young ATX mice, the latter 
being a necessary primary step of atherogenesis (Libby, 2012), but not in healthy young 
mice. We demonstrate that angptl2 is abundant in the atherosclerotic plaque that 
spontaneously develops with age in ATX mice, that EC, but not vascular smooth muscle 
cells (VSMC), produce angptl2 and that angptl2 binds predominantly to VSMC. 
Importantly, chronic administration of angptl2 in pre-atherosclerotic young ATX mice 
increases total- and LDL-cholesterol levels, strongly induces the expression of 
endothelial pro-inflammatory cytokines and adhesion molecules, and accelerates the 
formation of atherosclerotic lesions. Finally, circulating angptl2 levels are much higher 
in CAD patients compared to healthy subjects. Altogether, our data are the first to 




Material and Methods 
Animal models Wild type (WT) C57Bl/6 and knockout/transgenic severely dyslipidemic 
LDLr-/-; hApoB+/+ (ATX) male mice were fed a normal diet (Bolduc et al., 2011; 
Gendron et al., 2010). Experiments were performed in agreement with the guidelines for 
the Care and Use of Laboratory Animals of Canada and following approbation by the 
animal care committee of the Montreal Heart Institute. Mice were anaesthetized with 44 
mg/kg ketamine and 2.2 mg/kg xylazine and ventilated.  
In 3-month old (mo) WT and ATX mice, the aorta and the spleen were used to assess 
the adhesion of leukocytes onto the native endothelium (Gendron et al., 2010), mRNA 
expression of adhesion molecules and inflammatory genes and protein expression of 
adhesion molecules in freshly isolated EC and leukocytes.  
 
RNA extraction and Real time quantitative PCR Total RNA was extracted from 
leukocytes and from freshly isolated EC, scraped with a blade from longitudinally 
opened segments of the thoracic aorta, using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Toronto, 
ON, Canada). Total RNA was reverse transcribed and the qPCR reactions were 
performed using a MxPro3000 platform (Agilent, Mississauga, ON, Canada). The 
primers of target genes (angptl2, TNF-#, IL-6, ICAM-1, P-Selectin, CD18, CD62L, 
CD162) were designed using Clone Manager software (Table S1, online supplement).  
 
Leukocyte adhesion to native endothelium Fresh aorta sections with the endothelium 
facing up were incubated for 30 min with or without 100 nmol/L of recombinant angptl2 
(see online supplement), 10 U/ml of thrombin (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 
anti-P-selectin (1:50, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, #sc6943), anti-ICAM-1 
(1:50, Santa Cruz Biotech, #sc1511), goat-IgG (1:50, Santa Cruz Biotech, #sc2028) or 
rat-IgG (1:50, Santa Cruz Biotech, #sc2026). Leukocytes were radiolabelled and 
exposed to the endothelial surface of the aorta sections as described previously 
(Gendron et al., 2010). The number of adherent leukocytes to the endothelium was 




Expression of adhesion molecules on the leukocytes Protein expressions of CD18 
(#553293), CD62L (#553151) and CD162 (#555306) (BD Biosciences, Mississauga, 
ON, Canada) were analyzed by imaging flow cytometry (AMNIS, Markham, ON, 
Canada). All data were collected with INSPIRE software and analyzed with IDEAS 
analytical software.  
 
Chronic infusion of angptl2 Pre-atheroclerotic dyslipidemic 3-mo ATX mice were 
infused (intravenous) with purified recombinant angptl2 (0.944 $g/$l) or TBSE (50 mM 
Tris-base, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) using osmotic minipumps (Alzet, Cupertino, 
CA, 0.11 $l/hr, volume 100 $l), for 1 month. We targeted a concentration of angptl2 at 
equilibrium of %150 ng/ml, equivalent to twice the plasma concentration measured in 
12-mo atherosclerotic ATX mice (estimated by ELISA (antibodies-online.com), data not 
shown). Mice were sacrificed after one month of infusion, at 4 months of age; the aorta 
was dissected to measure atherosclerotic lesions (in unstained aortas, using GIMP 2.6, 
www.gimp.org), EC were scraped from the aortas to extract mRNA and plasma samples 
were collected to quantify total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and 
triglycerides levels (Clinical Biochemistry Laboratory, Montreal Heart Institute).  
 
Plasma, aortic and plaque Angplt2 protein levels were measured in 3-, 6-, 9- and 12-mo 
WT and ATX mice by Western blot using a goat anti-angptl2 antibody (dilution 1:200, 
R&D, Minneapolis, MN, #AF2084). 
 
Immunofluorescence Fixed tissues (longitudinally open aortic segments or frozen 
sections) were incubated with goat anti-angptl2 (1:50, R&D) or rat anti-CD31 (1:20, 
Abcam, Cambridge, MA, # ab7388-50) and with the appropriate secondary antibody 
(Alexa fluor-555 donkey anti-goat, #A21433, Molecular Probes, Burlington, ON, 
Canada, or Alexa fluor-647 anti-rat, #712-495-153, Jackson Immunoresearch, West 






Cell culture Experiments were performed in (i) human internal mammary arteries 
endothelial cells (hIMAEC), (ii) HUVEC (Lonza, Mississauga, ON, Canada) and (iii) 
VSMC (Lonza). hIMAEC were isolated from discarded segments of IMA from patients 
undergoing coronary artery bypass graft and were cultured as previously described 
(Voghel et al., 2007).  
 
Western blots To measure the secretion of endogenous angptl2 into the culture medium, 
hIMAEC, HUVEC or VSMC were cultured in serum free medium for 16 h. The proteins 
(50 $g of protein from the cell lysate, 20 $l from the concentrated culture medium or 2 
$l from the purified recombinant protein) were resolved by electrophoresis, transferred 
to nitrocellulose, and revealed using a goat anti-angptl2 antibody (dilution 1:200, R&D). 
 
Fluorescent immunocytochemistry hIMAEC, HUVEC and VSMC were cultured for 24 
h on coverslips, washed, fixed and incubated with an angptl2 specific antibody (1:50, 
R&D) and then with a Alexa fluor-488 donkey anti-goat secondary antibody. 
Fluorescence was visualized using a confocal microscope.  
 
Angptl2-Gaussia luciferase-GST construct To visualize the binding of angptl2 on the 
cell surface, cultured EC and VSMC were stimulated with angptl2-luciferase protein 
secreted by HEK-293 cells transfected with angptl2-luciferase-pcDNA3.1 or with 
luciferase-pcDNA 3.1 (as a negative control). For live cell imaging, VSMC or EC 
(HUVEC and hIMAEC) were stimulated 10 min with HEK-293-angptl2-luciferase (100 
nmol/L) or HEK-293-luciferase transfected medium. The fraction of angptl2-luc binding 
to the cell surface was monitored by the activity of luciferase, using Gaussia Luciferase 
assay kit (New England Biolabs, Whitby, ON, Canada) using a confocal microscope 
(Zeiss) before and immediately after addition of the luciferase substrate. A 450 nm laser 
was used and images (512x512), acquired at 0.5 sec intervals, were collected with a 
63x/1.4 plan apochromat Oil DIC objective.  
 
Plasma angptl2 concentration in human A sample of blood was drawn from CAD 
patients (n=11) and healthy volunteers (n=6) (characteristics of subjects in Table 1), all 
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members of the Prevention center of the Montreal Heart Institute. This study was 
approved by the Montreal Heart Institute ethics committee (Project#11-1328). All 
donors signed an informed consent form. Circulating human angptl2 levels were 
measured using a commercial ELISA kit (Antibodies-online.com, #ABIN41096). CAD 
patients were treated as follows: 91% (9/11) with statins, 55% (6/11) with antiplatelet 
agents, 45% (5/11) with ß blockers, 36% (4/11) with angiotensin receptor antagonists, 
27% (3/11) with ACE inhibitors and 9 % (1/11) with diuretics. Age-matched healthy 
volunteers received no medication. 
 
Experimental details concerning the cloning, expression, and purification of 
recombinant angptl2-GST (Fig. S1) plus all protocols used in this study are provided in 
the online supplement. 
 
Statistical analysis Data are presented as mean±SEM, with “n” indicating the number of 
animals (Fig. 1-7) or as dot plot (individual data for human samples, Fig. 8). Gaussian 
distribution of the data was tested using d'Agostino & Pearson omnibus normality test. 
Because of the low "n", normality was not assessed using raw data, but using the z score 
(Y- mean / standard deviation) of each data (Y). All data, except those in Fig. 4A (data 
for IL-6 expression only) passed the normality test. Therefore, except in Fig. 4A where 
Mann-Whitney test was used to compare IL-6 expression in WT versus ATX mice, data 
were analyzed using parametric tests: unpaired t-test was used to compare variables in 
WT versus ATX mice (Fig. 4) and in healthy volunteers versus CAD patients (Fig. 8); 
one-way ANOVA with Tukey's post test was used to compare parameters in hIMAEC 
versus HUVEC and VSMC (Fig. 7), in ATX mice treated with different antibodies (Fig. 
2C) and in ATX mice at different ages (Fig. 5A); two-way ANOVA with Bonferroni 
post tests was used to compare variables in WT versus ATX mice treated or not with 
angptl2 (Fig. 1, 2 and 3). ANOVA without repeated measures were tested to compare 
variables in WT versus ATX mice and two-way ANOVA with repeated measures was 
used to compare Control versus +angptl2. Finally, the correlation presented in Fig. 5D 
was tested with the Pearson test. All statistics were performed using Graph Pad Prism 





Acute stimulation with exogenous angptl2 promotes inflammation in EC The pro-
inflammatory effect of angptl2 was evaluated ex vivo on EC freshly isolated from aortas 
of 3-mo WT and ATX mice. Baseline mRNA levels of TNF-# and IL-6 were 
significantly higher in EC from ATX mice (Fig. 1). Stimulation of EC with recombinant 
angptl2 (100 nmol/L, 30 min) increased (p<0.05) TNF-# mRNA in both WT and ATX 
mice and increased significantly IL-6 gene expression in WT mice only (Fig. 1). In 
cultured human EC, angptl2 (100 nmol/L) increased TNF-# and IL-6 gene expression 
after 10 min, an effect that was sustained after incubation of human EC with angptl2 for 
1, 4 or 24 hours (Fig. S2). 
 
Acute stimulation with exogenous angptl2 increases P-selectin and ICAM-1 
expression in EC Inflammation is associated with an up-regulation of endothelial 
adhesion molecules. Basal expression of ICAM-1 and P-selectin mRNA was higher in 
aortic EC freshly isolated from ATX mice than WT mice (Fig. 2A). Angptl2 stimulated 
the expression of ICAM-1 and P-selectin in ATX mice and tended to increase their 
expression in WT mice (Fig. 2A).  
 
Acute stimulation with exogenous angptl2 induces adhesion of leukocytes onto the 
native endothelium in ATX, but not WT mice Expression of adhesion molecule 
promotes leukocyte adhesion. The basal adhesion of 51Cr-leukocytes to native aortic 
endothelium was similar in 3-mo WT and ATX mice (Fig. 2B). Pre-incubation of the 
aorta endothelium with 10 U/ml of thrombin stimulated leukocytes adhesion in WT 
mice and this response was potentiated in ATX mice (Fig. 2B). In contrast, stimulation 
with recombinant angptl2 (100 nmol/L) did not induce leukocyte/endothelium 
interactions in WT mice, while it stimulated the adhesion of leukocytes in ATX mice as 
efficiently as did thrombin (Fig. 2B). Pre-incubation of the aortic segments with anti-P-
selectin or anti-ICAM-1 antibodies prior to stimulation with recombinant angptl2 
prevented the adhesion of leukocytes on the endothelium in ATX mice (Fig. 2C). 
Incubation with the isotype-matched IgG did not affect angptl2-mediated leukocytes 
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adhesion (Fig. 2C). In control experiments, aortae were incubated for 30 minutes with 
exogenous recombinant angptl2-GST and then probed with an anti-GST antibody. 
Subsequent analysis of immunofluorescence revealed that exogenous angptl2 efficiently 
bound to the aorta (Fig. S3 and S4). 
 
Acute stimulation with exogenous angptl2 increases adhesion molecule expression at 
the surface of the leukocytes Basal expression of CD18, CD62L and CD162 mRNA 
were similar in leukocytes from WT and ATX mice (Fig. 3A-C). Incubation with 
angptl2 increased the expression of these genes similarly in leukocytes isolated from 
WT and ATX mice (Fig. 3A-C). Flow cytometry revealed that expression of adhesion 
molecule proteins was similar in leukocytes from both groups of mice (Fig. 3D-F). 
Angptl2 enhanced the fluorescence intensity of CD18 similarly in WT and ATX mice 
(Fig. 3D). Due to proteolysis of cell surface molecules, CD162 levels decreased after 
stimulation with angptl2 similarly in both groups (Fig. 3F). Angptl2 only tended to 
induce CD62L shedding (Fig. 3E). Angptl2 mRNA and protein were not detected in 
leukocytes isolated from 3-mo WT or ATX mice (data not shown).  
 
Chronic angptl2 infusion promotes the expression of inflammatory cytokines and 
adhesion molecules in EC In pre-atherosclerotic dyslipidemic ATX mice, 1 month 
exposure to recombinant angptl2 (plasma concentration of %150 ng/ml) increased the 
expression of inflammatory TNF-# and IL-6 mRNA in fresh aortic EC by 9- (p<0.05) 
and 4-fold (p=0.0571), respectively (Fig. 4A). In addition, the expression of ICAM-1 
and P-Selectin mRNA was increased by 7- and 4-fold (p<0.05), respectively (Fig. 4A). 
 
Chronic angptl2 infusion accelerates the formation of the atherosclerotic plaque 
Chronic exposure of pre-atherosclerotic dyslipidemic mice to recombinant angptl2 led to 
a 10-fold increase (p<0.05) in the size of the atherosclerotic lesion when compared to 
ATX mice infused with vehicle (TBSE) (Fig. 4B). While non-significant lesions were 
observed in 4-mo vehicle-treated ATX mice (1.5±0.2% of total thoracic aorta area), 




Chronic angptl2 infusion increases total- and LDL-cholesterol Chronic delivery of 
angptl2 significantly increased plasma levels of total-cholesterol and LDL-cholesterol 
without affecting HDL-cholesterol or triglycerides (Fig. 4C). Angptl2 infusion increased 
total cholesterol (from 11.8±1.0 to 19.1±1.6 mM) and LDL-cholesterol (from 6.6±0.7 to 
12.9±1.1 mM) to values similar to those in 12-mo ATX mice (23.3±2.6 mM and 
14.7±0.5 mM, respectively). 
 
Plasma angptl2 levels increase with age and progression of atherosclerosis While 
below the limits of detection by Western blot in 3-mo WT and ATX mice, circulating 
levels of angptl2 increased significantly from 6- to 12-mo in WT and even further in 
ATX mice (Fig. 5A). In parallel, while absent at 3-mo, the atherosclerotic lesion 
covered 10±1% of the thoracic aorta at 6-mo in untreated ATX mice, to then rise with 
age at 9-mo and 12-mo, covering 33±4% and 74±4%, respectively, of the internal 
surface (Fig. 5B). WT mice never developed lesions during this time period. 
 
Endogenous aortic angptl2 expression in the plaque increases with age and 
progression of atherosclerosis In ATX mice, angplt2 protein expression was quantified 
specifically in the aortic lesion: its pattern of expression positively correlates with the 
lesion area and followed the expression of F4/80, a specific marker of macrophages 
(Fig. 5C,D). WT mice did not develop lesions (Fig. 6), but endogenous angptl2 aortic 
mRNA and protein expression increased with age from 6- to 12-mo in WT mice, 
although to a lesser extent than in ATX mice (data not shown). 
Confocal immunofluorescent images show that the endogenous levels of angptl2 
increased with age and the progression of atherosclerosis (Fig. 6A-B). This was 
observed in both freshly isolated, longitudinal aortic sections (Fig. 6A and Fig. S5) and 
in frozen sections (Fig. 6B and Fig. S5). Angptl2 was particularly abundant in the 
atherosclerotic lesion, but also present in EC as demonstrated by the co-localization of 
angptl2 with the endothelial marker CD-31 (Fig. 6C and Fig. S3). Angptl2-fluorescence 
in VSMC was also clearly observed throughout the media in 6- and 12-mo WT and 
ATX mice (Fig. 6B-C and Fig. S3 and S4), but not in young 3-mo WT mice and at a 
very low level in pre-atherosclerotic 3-mo ATX mice (Fig. S6).  
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Angptl2 is secreted by EC but not by VSMC In order to elucidate the cellular specificity 
of angptl2 expression, we compared its production by cultured human EC isolated in 
coronary patients (hIMAEC) (Voghel et al., 2007), HUVEC and human VSMC. 
Immunoblotting analysis (Fig. 7A) showed that angptl2 protein was abundantly 
expressed and secreted by hIMAEC, less detectable in HUVEC, and undetectable in 
VSMC. Similar results were observed by immunofluorescence (Fig. 7B) and at the 
mRNA level (Fig. 7C). These results indicate that angptl2 is secreted by EC, particularly 
in a pro-atherosclerotic environment, but not by VSMC. It is likely that angptl2 
expression is higher in hIMAEC than in HUVEC because of the elevated level of 
damage sustained by cells isolated from patients with severe atherosclerosis (Voghel et 
al., 2007). 
 
The intensity of angptl2-luciferase binding is stronger in VSMC than in EC The 
binding of recombinant angptl2-luciferase to the cell surface of living hIMAEC, 
HUVEC and VSMC was examined (Fig. 7D). The binding of luciferase alone (no 
angptl2 in the construct) was negligible (Fig. S7). We observed a marked accumulation 
of angptl2-luciferase on the surface of living VSMC over time; the signal remained 
stable for up to 5 min. The signal was less intense on the surface of HUVEC and 
hIMAEC (Fig. 7D). These results suggest that angptl2-luciferase is more efficiently 
captured by VSMC than by EC, implying that angptl2 receptors are in greater 
abundance and/or affinity on VSMC than EC. Altogether, the data from Figure 7 show 
that angptl2 is produced by EC, but not VSMC, and that it predominantly binds to 
VSMC (Fig. S3 and S4).  
 
Circulating levels of angptl2 increase in CAD patients Compared to age-matched male 
healthy volunteers (Table 1), plasma angptl2 levels were significantly higher in CAD 
patients (1.00±0.18 versus 6.02±1.33 ng/ml, healthy subjects versus CAD patients; Fig. 
8). The presence of CAD was documented by the history of angina (5/11 patients), 
infarct (6/11), previous dilatation (3/11) or coronary bypass (1/11). Almost all CAD 
patients were dyslipidemic and treated with statins (10/11), explaining their lower total 





The novel findings of this study are that 1) angptl2 promotes the adhesion of leukocytes 
to the native inflamed endothelium of pre-atherosclerotic young ATX mice, but not WT 
mice, via a robust activation of P-selectin and ICAM-1; 2) the chronic administration of 
angptl2 in pre-atherosclerotic young ATX mice strongly accelerates the formation of 
atherosclerotic lesions while increasing the expression of endothelial pro-inflammatory 
cytokines and adhesion molecules and circulating levels of cholesterol; 3) angptl2 
plasma levels increase with age and disease, angptl2 concentrates in the atherosclerotic 
lesion of aging ATX mice and binds predominantly to VSMC; and 4) angptl2 is secreted 
by cultured EC but not by VSMC. We also show for the first time that circulating levels 
of angptl2 are significantly higher in Caucasian CAD patients than in healthy 
volunteers. Altogether, these observations demonstrate that angptl2 is active in the 
different steps of atherogenesis, promoting leukocyte adhesion to the inflamed pre-
atherosclerotic and dysfunctional (Gendron et al., 2010) vascular endothelium and 
contributing to the formation of the lesions.  
Studies investigating the physiological and pathophysiological role of angptl2 are 
limited. It has been reported that angptl2 is a growth factor that stimulates the expansion 
(Kim et al., 1999b) and the survival (Broxmeyer et al., 2012) of hematopoietic stem 
cells. It was shown to be pro-angiogenic (Morisada et al., 2006a; Oike et al., 2004a) and 
to induce vasculogenesis in mice (Oike et al., 2009a), and to be pro-inflammatory (Aoi 
et al., 2011; Endo et al., 2012; Kanda et al., 2012; Ogata et al., 2012; Okada et al., 
2010; Tabata et al., 2009; Tazume et al., 2012). Despite strong evidence that angptl2 is 
positively associated with chronic inflammatory diseases, its direct implication in 
atherogenesis is unknown. Circulating angptl2 levels are higher in Japanese patients 
with CAD when compared to healthy subjects and correlate with the severity of the 
disease (Oike et al., 2009a; Tabata et al., 2009). In the present study, we show that 
Caucasian CAD patients also exhibit higher angptl2 plasma concentrations than healthy 
volunteers (Fig. 8). Interestingly, while the values of angptl2 levels were similar in 
healthy Caucasian and Japanese subjects, circulating levels of angptl2 were higher in 
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our North American cohort of CAD patients than in Asian CAD patients (Oike et al., 
2009a; Tabata et al., 2009). 
To study the role of angptl2 in atherogenesis, we used LDLr-/-; hApoB100+/+ mice 
characterized by severe dyslipidemia, i.e. abnormally high circulating levels of total 
cholesterol (8-fold), LDL-cholesterol (20-fold) and triglycerides (9-fold) (Bolduc et al., 
2011; Drouin et al., 2011a; Gendron et al., 2010). Three-month old ATX mice exhibit 
premature endothelial dysfunction, oxidative stress, inflammation; ATX mice develop 
aortic atherosclerotic plaques by the age of 6 months (Bolduc et al., 2011; Drouin et al., 
2011a; Gendron et al., 2010) (Fig. 5 and 6). At 3-mo, ATX mice are therefore prone to 
react to a pro-atherosclerotic factor. Consistent with the established relationship between 
inflammation and the progression of atherosclerosis (Libby, 2002; Tabas et al., 2013), 
we observed that recombinant angptl2 up-regulated the inflammatory cytokines TNF-! 
and IL-6 in EC freshly isolated from the aorta of WT and ATX mice, and within 10 
minutes in cultured human EC (Fig. S2). Similarly, a recent study (Tabata et al., 2009) 
focusing on the pro-inflammatory role of angptl2 showed that plasma angptl2 levels 
correlated with inflammation, adiposity and insulin resistance both in mice and humans. 
Although basal levels of TNF-! and IL-6 were higher in the endothelium of ATX 
compared to WT mice, we showed that the up-regulation of both inflammatory 
cytokines by acute exposure to angptl2 was not exacerbated in ATX mice (Fig. 1). 
However, chronic infusion of angptl2 strongly potentiated the inflammatory response of 
the endothelium in pre-atherosclerotic mice (Fig. 4). This potent pro-inflammatory 
effect of angptl2 likely synergizes with the rise in total cholesterol to accelerate 
atherogenesis. 
Atherogenesis involves three essential successive phases starting with (i) capture 
and rolling of leukocytes from the circulation to the inflamed endothelium, (ii) arrest 
and firm adhesion of leukocytes and (iii) the transendothelial migration of leukocytes 
(Ley et al., 2007a). Our data demonstrate for the first time that angplt2 promotes 
leukocyte adhesion to the native endothelium ex vivo, and that this property of angptl2 
requires a pro-inflammatory environment. Indeed, angptl2 stimulated leukocyte 
adhesion in ATX, but not in WT mice (Fig. 2). The pro-inflammatory environment of 




molecules, Fig. 1 and 2A) likely primes EC to strongly respond to angptl2. Importantly, 
leukocyte adhesion induced by angptl2 was prevented by P-selectin or ICAM 
neutralization. P-selectin deficiency has been associated with a reduction in 
inflammation and in the progression of atherosclerosis in ApoE null mice (Luo et al., 
2012). In addition, P-selectin inactivation limits plaque macrophage content and 
neointima formation after endothelial injury in the carotid of ApoE null mice (Phillips et 
al., 2003). Altogether, these data further support the essential role of inflammation, 
leukocyte adhesion and macrophages in the initiation of the atherosclerotic process in 
dyslipidemic mice. In contrast, angptl2 increased the expression of adhesion molecules 
at the surface of leukocytes isolated from WT and ATX mice to a similar extent (Fig. 3), 
suggesting that the increase in cell adhesion observed in the native endothelium from 
ATX mice is not due to altered adhesion molecule expression on leukocytes, but rather 
to an up-regulation of adhesion molecule expression on EC. Altogether, our data (Farhat 
et al., 2008) and those from the literature (Ogata et al., 2012; Okada et al., 2010; 
Tazume et al., 2012) suggest that chronic inflammation may trigger angptl2 expression 
and feed forward an endothelial pro-inflammatory loop (Ait-Oufella et al., 2011; Luo et 
al., 2012) and initiate atherogenesis through P-selectin- and ICAM-dependent leukocyte 
adhesion. 
 In a seminal study, it was briefly reported that in mice over-expressing angptl2, a 
model associated with inflammation, adhesion of leukocytes/macrophages to the 
vascular wall was augmented (Tabata et al., 2009). The authors proposed that the 
fibrinogen-like domain of angptl2 might interact with the integrin #5"1 expressed at the 
site of inflammation (Tabata et al., 2009). In our ATX mice, however, we could not 
detect integrin #5"1 mRNA expression in native aortic EC exposed or not to angptl2 
(data not shown). Angptl2 is still considered as an orphan ligand, although a recent 
study demonstrates that immune inhibitory receptors such as human leukocyte 
immunoglobulin-like receptor B2 bind different angptls including angptl2 (Zheng et al., 
2012a). 
Chronic exposure (1 month) of young pre-atherosclerotic ATX mice to angptl2 
induced a potent inflammatory response, potentiated the expression of endothelial 
adhesion molecules and strongly accelerated the formation of atherosclerotic lesions 
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(Fig. 4). Unexpectedly, angptl2 also significantly increased both total cholesterol and 
LDL-cholesterol levels. In contrast to angptl3 (Ando et al., 2003; Kathiresan et al., 
2008), angptl4 (Adachi et al., 2009) and angptl8 (Quagliarini et al., 2012) which are 
known to modulate lipid metabolism, to the best of our knowledge, this is the first report 
of such an effect of angptl2 on circulating cholesterol levels. A recent study, however, 
demonstrated that levels of angptl2 reflect adiposity and might regulate inflammation 
and triglyceride metabolism (Muramoto et al., 2011). Although inflammation triggers 
atherosclerosis in animal models of dyslipidemia (Ait-Oufella et al., 2011), it is not 
possible at this stage to decipher whether the premature atherogenic response induced by 
angptl2 is due to its pro-inflammatory effect or to its hypercholesterolemic effect. We 
observed that the infusion of angptl2 in ATX mice increased total cholesterol levels by 
62% (Fig. 4C); whether this augmentation alone, on top of an already very high level of 
cholesterol (7 fold increase), could accelerate the atherosclerotic plaque formation by 
%10-fold (Fig. 4B) is possible, but unlikely. However, the hypercholesterolemic effect of 
angptl2 combined with its pro-inflammatory effect (Fig. 4A) likely synergize to promote 
atherosclerosis. The relative contribution of inflammation vs. hypercholesterolemia in 
atherogenesis is a recurrent question in the field of atherosclerosis (Libby et al., 2011a; 
Roubille et al., 2013). Short term intervention with sulfasalazine, an inhibitor of NF!B, 
in patients with coronary artery disease has not been successful at reversing endothelial 
dysfunction (Tabit et al., 2012), while in a small group of patients with recent acute 
coronary syndrome, inhibition of the leukotriene-generating enzyme 5-lipoxygenase 
reduced inflammation and plaque progression (Tardif et al., 2010). More studies are 
ongoing to further decipher the exact contribution of inflammation in atherogenesis 
(Roubille et al., 2013; Tabas et al., 2013). 
Both circulating and aortic levels of angptl2 increased progressively with aging 
and prematurely with atherosclerosis. Consistently, healthy aging is associated with a 
rise in blood levels of angptl2 in humans (Tabata et al., 2009), while in diabetic and 
obese subjects, a positive correlation was found between the circulating level of angptl2 
and the concentration of the biomarker C-reactive protein (CRP) (Tabata et al., 2009). In 
addition, we observed a strong increase in endogenous angptl2 expression in human EC 




characterized by premature senescence and a highly pro-atherogenic environment 
(Farhat et al., 2008; Voghel et al., 2007); after chronic treatment of these cells with the 
antioxidant N-acetyl-cystein, the expression of angptl2 was reduced (unpublished data). 
Interestingly, angptl2 expression is higher in hIMAEC than in HUVEC (Fig. 7), likely 
because of the elevated level of oxidative damage of sustain in vivo (Voghel et al., 
2008b; Voghel et al., 2007). The elevation in circulating angptl2 associated with the 
progression of atherosclerosis in ATX mice (Fig. 5A) and its accumulation in the plaque 
(Fig. 5B-C and 6A-B) strongly suggests that angptl2 contributes to the pathology. While 
we showed that cultured VSMC did not secrete angptl2, confocal immunofluorescente 
images showed high levels of angptl2 not only in the plaque but also in the endothelium 
and throughout the media. Angptl2 production could differ between cultured cells and in 
vivo, however this is unlikely since cultured VSMC have a secretory phenotype. On the 
other hand, our data suggest that angptl2 present in VSMC is a results of its binding, but 
not its local production. Indeed, immunohistofluorescent staining in aortic sections of 3-
mo WT mice showed absence of angptl2 in VSMC and mostly present in EC (Fig. S6). 
In ATX mice of the same age however, angptl2 is observed in VSMC in addition to EC. 
Circulating angptl2 may originate from various cell types, including EC, adipocytes and 
macrophages, bind to EC, VSMC and other cells in the plaque. In line with this, plasma 
angptl2 levels increase with age and even more in ATX mice (Fig. 5A). Thus, it is 
possible that circulating angptl2 binds to VSMC to a greater extent in ATX mice (Fig. 
6). The biological consequences of the binding on VSMC remain to be elucidated. 
Angptl2 can be produced by thioglycollate-induced peritoneal macrophages, 
inducing vascular inflammation and contributing to the formation of abdominal 
aneurysms (Tazume et al., 2012). We observed a parallel rise in protein expression of 
angptl2 and of macrophage F4/80 in the plaque (Fig. 5B-D), but we do not know if 
macrophages from the plaque produce angptl2. We observed that leukocytes do not 
express angptl2 (data not shown), but according to the literature (Tazume et al., 2012), 
their transformation to macrophages should be accompanied with the induction of 
angptl2 expression. 
Further studies are needed to decipher whether T-cells or any cell type contained 
in the plaque other than EC and macrophages could contribute to angptl2 expression 
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within the atherosclerotic lesion. Similarly, the specific cell type within the leukocytes 
that binds the endothelium and infiltrate the wall should be identified; indeed, 
leukocytes include many different cell types such as monocytes, effector and regulatory 
T cells, neutrophils, thus using leukocytes instead of pure monocytes could be a 
limitation. The present study focused on TNF-# and IL-6 as inflammatory markers, and 
P-selectin and ICAM-1 as adhesion markers, although a broader spectrum of 
inflammatory cytokines, growth factors and adipokines could be involved in the 
observed pro-atherogenic effect of angptl2. The fact that some comparisons failed to 
reach statistical significance, due to small samples, is another potential limitation. 
Finally, other models of atherosclerosis must be examined to validate that angptl2 also 
contributes to the pathogenesis of atherosclerosis. Nonetheless, as angptl2 levels are 
significantly higher in Caucasian (Fig. 8) and Japanese CAD patients (Tabata et al., 
2009), and based on our present data, we believe that our findings are not limited to 
ATX mice. 
 
In conclusion, our results demonstrate that angptl2 increases in the blood with age 
in mice and prematurely in ATX mice. We found that angptl2 is a key inflammatory 
factor activating adhesion molecule expression while increasing circulating cholesterol 
levels, accelerating the development of atherosclerotic plaques in pre-atherosclerotic, 
severely dyslipidemic mice. Although angptl2 is still an orphan ligand, more studies are 
needed to decipher the exact mechanisms of action of angptl2 that may emerge as a key 
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Figures legends  
Figure 1: Angptl2 stimulates the expression of inflammatory markers in EC 
Quantitative RT-PCR analysis of TNF-# and IL-6 mRNA expression was performed in 
EC freshly extracted from aortas of 3-mo WT and LDLr-/-; hApoB+/+(ATX) mice 
stimulated or not (Control) with purified recombinant angptl2 (100 nmol/L). Results 
were normalized to cyclophilin A (CycloA) expression and average gene expression 
level in WT control cells was arbitrarily set at 1. Data are mean ± SEM of n=4 WT and 
n=4 ATX mice, each experiment was performed in triplicates. *: p < 0.05 versus 
Control; †: p<0.05 versus WT mice. 
 
Figure 2: Angptl2 stimulates leukocyte adhesion to the native endothelium in ATX, but 
not WT mice (A) Expression of P-selectin and ICAM-1 mRNA in freshly isolated aortic 
EC from WT (n=7) and LDLr-/-; hApoB+/+(ATX, n=6) mice was quantified by 
quantitative RT-PCR and normalized to cyclophilin A after stimulation or not with 
purified recombinant angptl2 (100 nmol/L). Data are mean ± SEM of n mice. *: p < 0.05 
versus Control; †: p<0.05 versus condition-matched in WT mice. (B) Leukocytes from 
n=12 WT and n=6 ATX mice were labeled with 51Cr and incubated with aortic segments 
stimulated or not (Control) with thrombin (10 U/ml) or purified recombinant angptl2 
(100 nmol/L). Adherent 51Cr-leukocytes were counted and results were expressed as 
number of adherent cells / mm2 of endothelium surface area. Data are mean ± SEM of n 
mice. *: p < 0.05 versus Control; †: p<0.05 versus condition-matched in WT mice. (C) 
Aortic segments from n=16 WT mice (left panel) and n=9 ATX mice (right panel) were 
pre-incubated with anti-P-selectin, anti-ICAM-1 antibodies or the corresponding 
isotype-matched IgG prior to stimulation with purified recombinant angptl2 (100 
nmol/L). Adhesion of 51Cr-leukocytes was then quantified. Data are mean ± SEM of n 
mice. *: p < 0.05 versus Control; †: p<0.05 versus + angptl2 condition; &: p<0.05 versus 
antibody + angptl2 condition.  
 
Figure 3: Angplt2 mRNA abundance and cell surface expression of cell adhesion 
molecules in leukocytes from both WT and ATX mice Basal and angptl2-induced mRNA 
expression of (A) CD18, (B) CD62L and (C) CD162 in leukocytes from 3-mo WT 
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(n=6) and ATX (n=6) mice, were quantified by quantitative RT-PCR and normalized by 
cyclophilin A. Cell surface protein expression of (D) CD18, (E) CD62L and (F) CD162 
was quantified in Control and angptl2-treated WT (n=6) and ATX (n=6) leukocytes by 
flow cytometry. Leukocytes were labeled using monoclonal anti-CD18, anti-CD62 and 
anti-CD162 antibodies or with corresponding isotype-matched IgG (data not shown). 
Data are mean ± SEM of n mice. *: p < 0.05 versus Control condition. 
 
Figure 4: Chronic angptl2 infusion for 1 month accelerates atherogenesis in 3-mo ATX 
mice (A) Infusion with angptl2 promotes the expression of inflammatory cytokines and 
adhesion molecules in freshly scraped EC from the aorta evaluated by quantitative RT-
PCR and normalized by cyclophilin A, (B) angptl2 accelerates the formation of the 
atherosclerotic plaque and (C) angptl2 increases total cholesterol and LDL plasma 
levels. Data are mean ± SEM of n=5 angptl2-infused mice and n=5 TBSE-infused mice. 
*: p < 0.05 versus TBSE condition. 
 
Figure 5: Angptl2 plasma levels and angptl2 expression in the atherosclerotic plaque 
increase with age and atherosclerosis (A) Samples corresponding to equal amounts of 
total protein were collected from plasma in wild-type mice (WT, n=4) and LDLr-/-
;hApoB+/+ (ATX, n=4) mice at 3, 6 and 12 months of age. Low abundant proteins in the 
plasma samples were enriched using Bio-Rad ProteoMiner protein enrichment kits. 
Following enrichment, the samples were resolved on SDS-PAGE, transferred to 
nitrocellulose membranes and probed with an antibody against angptl2. Uniform protein 
loading and transfer was verified by staining membranes with Ponceau red. Results 
(arbitrary units, AU) are presented as the mean ± SEM of 4 mice in each group. *: p < 
0.05 versus 3-mo mice; &: p<0.05 versus 6-mo mice. (B) Photographs of the 
atherosclerotic lesion in abdominal aorta from 6-, 9- and 12-mo LDLr-/-; hApoB+/+ 
(ATX) mice. (C) Proteins were specifically extracted from the lesion and Western blot 
analysis was performed for angptl2 (n=4 at 6-, 9-, and 12-mo ATX mice) and F4/80 
(n=3 at 6-, 9-, and 12-mo ATX mice), a marker of mature macrophages. (D) Correlation 
between angptl2 level (Pearson r= 0.8959, p<0.0001, r2=0.8026, n=12), F4/80 (Pearson 




± SEM of n mice. *: p < 0.05 versus 6-mo ATX mice; ": p<0.05 versus 9-mo ATX 
mice. 
 
Figure 6: Aortic angptl2 immunofluorescence increases with age and the progression of 
atherosclerosis with a marked accumulation within the atherosclerotic plaque 
Immunofluorescence was used to visualize angptl2 in (A) fresh longitudinally opened 
aortas and (B) frozen aortic sections of WT and LDLr-/-; hApoB+/+(ATX) mice at 6 and 
12 months of age. In Panel A, z-stacks were acquired, deconvolved, and 3D images 
rendered. Angptl2 accumulates in the plaque and in the media. Angptl2 levels are shown 
in red and basal membrane in green. Nuclei are shown in blue. (C) Double-
immunostaining of angptl2 (red) and CD-31 (green) in frozen aortic sections from 6-mo 
ATX mice, showing that angptl2 co-localizes with the endothelial marker CD-31. 
 
Figure 7: Expression and secretion of angptl2 is greater in EC than in VSMC but 
angptl2 binding is higher in VSMC than in EC (A) Western blot analysis of endogenous 
angptl2 secreted into the culture medium overnight (16 h) by hIMAEC, HUVEC and 
VSMC. Angptl2 protein expression was also quantified in the cell lysates. (B) 
Endogenous angptl2 expression in the cells was detected by immunofluorescence using 
a confocal microscope. Scale bar represents 20 $m. (C) Quantitative RT-PCR analysis 
of angptl2 mRNA expression was performed in the cell lysate from cultured cells (n=3 
hIMAEC, n=3 HUVEC, n=3 VSMC). Results were normalized to GAPDH expression 
and average gene expression level in hIMAEC was arbitrarily set at 1. Data are mean ± 
SEM of n=3, each experiment was performed in duplicates. *: p < 0.05 versus hIMAEC. 
(D) To assess angptl2 binding, hIMAEC, HUVEC and VSMC were incubated for 10 
min with human angptl2-luciferase (100 nmol/L) in phenol-free medium. Cells were 
then washed and the binding of angptl2-luciferase to cell surface was revealed by adding 
the luciferase substrate. A selection of confocal time-series images acquired in a single 
living cell at 0, 50 and 200 seconds is shown (left panel). The average angptl2-luciferase 
fluorescent signals (AU) recorded in VSCM (n=6 cells), hIMAEC (n=6 cells) and 
HUVEC (n=4 cells) were derived from the time-series images (right panel). Data are 
mean ± SEM and the assay was performed 3-4 times. 
 250 
 
Figure 8: Plasma angptl2 levels are higher in CAD patients than in healthy volunteers 
Circulating angptl2 levels were quantified in CAD patients (n=11) and in age-matched 






Table 1: Clinical profiles of male subjects in whom plasma angptl2 concentration was 
measured. 




Age (years) 60 ± 3  60 ± 4  
Glucose (mM) 5.2 ± 0.1  5.6 ± 0.2  
Triglycerides (mM) 1.4 ± 0.2  1.1 ± 0.2 
Total cholesterol (mM) 4.8 ± 0.2  3.8 ± 0.2 * 
HDL cholesterol (mM) 1.5 ± 0.1  1.3 ± 0.1  
LDL cholesterol (mM) 2.9 ± 0.2  2.0 ± 0.2 * 
BMI (kg/m2) 23.9 ± 0.9  28.2 ± 1.1 * 
SAP (mm Hg) 118 ± 5  132 ± 5  
DAP (mm Hg) 72 ± 3  80 ± 2 * 
Data are mean±SEM of n=6 healthy individuals and n=11 CAD patients. *: p<0.05 
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Angptl2-GST construct To generate a recombinant protein, angptl2 was fused to 
glutathione S-transferase (GST) at its C-terminus. Angptl2 was cloned into pSPORT1 
vector (clone ID LIFESEQ2268890) (Open Biosystems, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA). The pSPORT1 insert was subcloned in pcDNA3.1 (Life Technologies, 
Burlington, ON, Canada) and angptl2 cDNA insert was confirmed by sequencing. To 
clone GST in phase 3’ to angptl2, the angptl2 stop codon was first removed from the 
pcDNA3.1 construct by PCR and the latter was ligated and amplified. GST cDNA was 
generated by PCR using pGEX6P2vector (GE Health Care Lifescience, Baie d'Urfe, 
QC, Canada) as template and ligated in phase with the 3’ end of angptl2. The final clone 
was confirmed by sequencing. 
 
Purification of the angptl2-GST fusion protein HEK-293 cells were transfected with the 
pGEX6P2 plasmid vector containing angptl2-GST cDNA using Lipofectamine 2000 
(Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions. To obtain stable cell 
lines, transfected HEK-293 cells were cultured in the presence of 1 mg/ml of Geneticin 
(G418, Life Technologies). Culture medium from transfected HEK-293 cells was 
collected twice a week, centrifuged for 2 h at 100 000 g (4ºC) and then loaded (2 liters 
of medium) onto a GSTrap HP column (GE Health Care). After extensive washing of 
the column with Tris-Buffered Saline-EDTA (TBSE, pH 7.5) to remove unbound 




containing 10 mmol/L of glutathione (pH 8.0, Roche). The wash and eluted products 
were collected (20 fractions; 0.5 ml/tube). To assess the purity of the eluted recombinant 
protein, an aliquot of each fraction was resolved on SDS-PAGE (15% acrylamide) and 
proteins revealed using Coomassie Brilliant blue R250 (Figure S1, Panel A). The elution 
of angptl2-GST was confirmed by Western blot (Figure S1, Panel B). In addition, the 
Coomassie-stained band eluting in fractions F16-F18 was excised and confirmed to be 
angptl2-GST by sequencing on LC/MS-MS. The fractions containing angptl2-GST were 
pooled, concentrated using a centrifugal concentrator (Centricon plus 20, Millipore, 
Billerica, MA), dialyzed against TBSE at 4°C and quantified using BSA as a standard. 
For long-term storage, purified angptl2-GST was aliquoted and frozen at -80°C. From 
the 2 liters of medium loaded on the column, at least 50 $g of purified angptl2-GST 
protein were recovered. 
 
Animal models All experiments were performed in wild-type (WT) C57Bl/6 and in our 
colony of knockout/transgenic atherosclerotic LDLr-/-; hApoB+/+ (ATX) male mice fed a 
normal diet. Mice were anaesthetized with 44 mg/kg ketamine and 2.2 mg/kg xylazine 
and ventilated.  
 
Quantification of circulating levels of angptl2 in mice after purification of plasma 
proteins by immunodepletion High-abundance plasma proteins masking angptl2 levels 
were removed using the ProteoMiner protein enrichment kit optimized for plasma 
samples (BioRad, Mississauga, ON, Canada) following the manufacturer’s 
recommendations. To quantify plasma angptl2, 1 $l of the ProteoMiner eluate was 
subjected to analysis by Western blot (see below). 
 
Quantification of Angptl2 levels in aorta tissues Aortas extracted from WT and ATX 
mice were powdered under liquid nitrogen and solubilized in a lysis buffer (50 mmol/L 
Tris-HCl pH 7.5 at 4°C, 20 mmol/L &-glycerophosphate, 20 mmol/L NaF, 5 mmol/L 
EDTA, 10 mmol/L EGTA, 1 mmol/L Na3VO4, 10 mmol/L benzamidine, 0.5 mmol/L 
PMSF, 10 µg/ml leupeptin, 5 mmol/L DTT, 1 µmol/L microcystin and 1% (v/v) reduced 
Triton X-100). The whole-tissue lysate was centrifuged for 15 min at 10 000 g and 4ºC. 
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The protein concentration was determined in the supernatant using "-globulin as a 
standard. 
 
Quantification of angptl2 in the atherosclerotic lesion Atherosclerotic plaques were 
dissected from the aorta of ATX mice, homogenized in liquid nitrogen and cells were 
disrupted for 10 min with 1ml of QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Toronto, ON, Canada) 
1/5 volume of chloroform was added to the cell lysate, incubated for 15 min at room 
temperature and centrifuged for 15 min (12, 000 x g at 4°C). After removal of the upper 
aqueous phase, DNA was precipitated from the organic phase with 1 volume of 100% 
ethanol (5 min, room temperature). Samples were then centrifuged to sediment DNA. 
Protein in the phenol/ethanol supernatant was precipitated with 1 volume of isopropanol. 
After incubation for 20 min at room temperature, samples were centrifuged to remove 
supernatant and the pellet was precipitated with 2 ml of guanidine/ethanol for 20 min at 
room temperature. The pellet was washed with 2 ml of 100 % ethanol for 20 min at 
room temperature and then centrifuged at 7500 x g for 5 min. This step was repeated 
three times. After air drying, the pellet was dissolved in denaturing solution (10 mol/L 
urea / 50 mmol/L DTT) and incubated 1h at room temperature. During the last 
incubation, samples were sonicated 10 times on ice and then centrifuged 10 min at 
10,000 x g. The samples were then analyzed by SDS-PAGE.  
 
Western blot To detect angptl2 expression, 1 $l from the enrichment plasma sample, 50 
$g of tissue-lysate protein, 50 $g of the lesion protein or 0.5 $l from the purified 
recombinant angptl2 protein were denatured by heating (80°C) in Laemmli sample 
buffer, resolved by electrophoresis on 12.5% SDS-PAGE gels and transferred to 
nitrocellulose (0.45$m) at 100 V and 4ºC for 90 min. After blocking, membranes were 
incubated for 3 h with a goat anti-angptl2 antibody (dilution 1:200, R&D Systems, 
Minneapolis, MN, #AF2084) at room temperature in 5% milk, then washed three times 
with TBST (25 mm Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl and 0.05 % (v/v) Tween-20) and 
re-incubated with an anti-goat horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 
(dilution 1:10,000 in 5% [w/v] milk, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West 




Enhanced Chemiluminescence Substrate using BioMax BML Kodak films. The protein 
loading was normalized to a-actin immunoreactivity (dilution 1: 106, Ambion Life 
technologies, Burlington, ON, Canada) or to Ponceau red (for plasma samples). 
 
Quantification of plaque area. Thoracic aortas still attached to the heart were removed 
and dissected from surrounding tissues. The aortic arch and the aorta were opened 
longitudinally from the aortic valve through the end of the thoracic aorta and pinned on 
a Petri dish. Unstained aortas were directly photographed and digitalized. Plaque areas 
were quantified using Gimp 2.6 software (www.gimp.org) and expressed in percentage 
of total aorta area. 
 
RNA extraction and RT reaction Total RNA was extracted from leukocytes and from 
freshly isolated EC, scraped with a blade from longitudinally opened segments of the 
thoracic aorta, using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Total RNA was also extracted from 
whole aortic tissue using the RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen) to quantify mRNA 
angptl2 expression in aortas. Contamination with DNA was prevented by a digestion 
with a DNase I mix (Qiagen) according to the manufacturer’s guidelines and total RNA 
was quantified using a NanoDrop ND-100 spectrophotometer. Total RNA was reverse 
transcribed to generate a cDNA library, following the manufacturer’s protocol. Briefly, 
1 $g of total RNA was mixed with 100 ng of random primers and 1 $l of 10 mmol/L 
dNTP mix in a total volume of 12 $l. Samples were incubated at 65ºC for 5 min. Then, 
4 $l of 5X First-Standard buffer, 2 $l of 0.1mol/L of DTT, 1 $l of RNase out and 1 $l of 
Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse transcriptase were added and 
incubated 50 min at 37ºC. The RT reaction was stopped by heating at 70ºC for 15 min. 
 
Real time quantitative PCR 25 $l of qPCR reaction mix contained 12.5 $l of Platinum 
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Life Technologies), a final concentration of 300 
nmol/L of forward and reverse primers (2 $l; Table S1), 0.5 $l of reference dye ROX 
(Life Technologies) and 1 ng (10 $l) of cDNA sample. The qPCR reactions were 
performed using a MxPro3000 platform (Agilent, Mississauga, ON, Canada) with the 
following profile: initial step of enzyme activation (10 min at 95ºC) then 40 cycles of 
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denaturing (30 s at 95ºC), annealing (1 min at 55ºC) and extension (1 min at 72ºC). The 
primers of target genes were designed using the Clone Manager software (Table S1). 
The efficiency of real time qPCR was calculated using a standard curve. The presence of 
a valid product was confirmed by both the appearance of a single peak in the 
dissociation curve and by sequencing. All samples were run in duplicate and the fold 
changes in gene expression were calculated by a **CT method using cyclophilin A or 
GAPDH as the housekeeping gene. 
 
Immunofluorescence Freshly dissected thoracic aortas were cut longitudinally and fixed 
in a Petri dish with the endothelium faced up. Aorta sections were washed with PBS, 
fixed with 4% paraformaldehyde (in PBS, pH 7.45) for 30 min at room temperature, 
washed again with PBS and then blocked with 2% normal donkey serum in PSB for 1 h 
at room temperature. Fixed tissue segments were then incubated with goat anti-angptl2 
(1:50, R&D Systems) or anti-CD31 (1: 50, Abcam, #ab7388-50) in the blocking buffer 
for 2 h at room temperature. Aorta sections were washed with PBS and incubated for 2 h 
at room temperature with the appropriate secondary antibody (Alexa fluor-555 donkey 
anti-goat, #A21433, Molecular Probes, Burlington, ON, Canada) diluted 1:500 in the 
blocking buffer. Nuclei were stained with TO-PRO3 (1:1000, Life Technologies). After 
washing, sections were mounted between coverslips and glass slides and fluorescence 
was visualized using a confocal microscope (Zeiss, Toronto, ON, Canada). Negative 
controls were performed by omitting the primary antibodies during the staining 
procedure.  
 
Preparation of leukocytes in suspension Spleens were dissected from WT and ATX 
mice, gently crushed and squeezed into single cells in 5 ml RPMI 1640 medium (Life 
Technologies). The cell suspension was passed through a 200-$m mesh and then 
centrifuged for 20 min at 1200 rpm. Contaminating erythrocytes were lysed by agitating 
with 4 ml of water (for 15 s) followed by the addition of 4 ml of 1.8% NaCl. Leukocytes 
were filtered, washed twice and resuspended with the appropriate volume of RPMI 1640 
medium as described previously (Gendron et al., 2010). Briefly, the leukocytes were 




Perkin-Elmer, Waltham, MA) for 1 h at 37°C, with gentle agitation every 15 min. 
Leukocytes were then centrifuged and washed three times. The number of leukocytes 
was counted and the cell density adjusted to 1x106 cells/ml with DMEM. 
Splenocyte adhesion to native endothelium Aorta was carefully dissected, cut into 
sections and pinned out with EC facing up onto silicone-coated Petri dishes. The aorta 
sections were treated for 30 min with or without 100 nmol/L of recombinant Angptl2, 
10 U/ml of thrombin (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), anti-P-selectin (1:50, 
Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, #sc6943), anti-ICAM-1 (1:50, Santa Cruz Biotech, 
#sc-1511), goat-IgG (1:50, Santa Cruz Biotech, #sc-2028) or rat-IgG (1:50, Santa Cruz 
Biotech, #sc-2026) (Gendron et al., 2010).  
After 30 min of stimulation, aortic segments were washed and incubated with 20 $l of 
labeled leukocytes for an additional 30 min. The segments were then washed and the 
radiation was detected using a gamma counter. The number of leukocytes adhering to 
the endothelium was expressed per surface area of the segment (adherent cells/mm2 of 
endothelium surface area). 
 
Expression of adhesion molecules on the leukocytes The expression of CD18 (#553293), 
CD62L (#553151) and CD162 (#555306) (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) 
was analyzed by imaging flow cytometry (AMNIS, Markham, ON, Canada). 
Leukocytes in suspension (5 x 106 cell/ml) were stimulated with or without 100 nmol/L 
of angptl2 (for 10 min at 37°C) and then fixed in 2% paraformaldehyde for 20 min at 
room temperature. After three wash steps with ice-cold PBS, leukocytes were labeled 
with monoclonal antibodies conjugated with phycoerythrin (PE, 5:100, BD Biosciences) 
or with their isotype control IgG (5:100, PE-rat IgG2a,k isotype #553930 and PE-rat 
IgG1,k isotype #553925, BD Biosciences) in the dark, for 30 min at 4°C. Nuclei were 
stained by incubating the leukocytes with DRAQ5 dye (1:10 000, Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, #4084) for 10 min at 4°C. Fluorescence was assessed on an 
AMNIS ImageStream system using 488 nm and 678 nm lasers to excite DRAQ5 and 
PE, respectively. A total of 5000 events were acquired for each sample. All data were 
collected with INSPIRE software and analyzed with IDEAS analytical software.  
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Cell culture Experiments were performed with (i) human internal mammary arteries 
endothelial cells (hIMAEC), (ii) HUVEC (Lonza, Mississauga, MA) and (iii) VSMC 
(Lonza). hIMAEC were isolated from discarded segments of IMA from patients 
undergoing coronary artery bypass graft and were cultured as previously described 
(Voghel et al., 2007).  
Angptl2-Gaussia luciferase-GST construct To visualize angptl2 binding to receptors on 
the cell surface, EC and VSMC were incubated with recombinant angptl2-luciferase. 
The vector pCMV Gaussia luciferase was a gift from Dr Stéphane Angers (University of 
Toronto, ON, Canada). Briefly, the stop codon was removed by PCR from pSPORT1 
Angptl2 (Open Biosystems) and the coding sequence was fused in phase to the 5’ end of 
Gaussia luciferase by overlapping PCR. The validation of the construct was confirmed 
by sequencing. HEK-293 cells were transfected with angptl2-luciferase-pcDNA 3.1 or 
with luciferase-pcDNA 3.1 (as a negative control). Cells were plated into 175 cm2 flasks 
and allowed to grow to 90% confluence in the presence of Geneticin. The medium was 
then replaced by starving phenol red-free DMEM and the cells were cultured for 48 h at 
37ºC. The medium was then collected, centrifuged 1 h at 100 000xg and the angptl2-
luciferase concentrated 1,000-fold using an Amicon Stirred-Cell system (membrane 
nominal molecular weight limit 10 kDa) .The concentration of angptl2-luciferase protein 
was estimated by Western blot and the protein was used at %100 nmol/L. 
For live cell imaging, VSMC or EC (HUVEC and hIMAEC) were cultured overnight on 
coverslips inserted in a 35 mm petri dish, in their respective medium. The cells were 
washed two times with phenol-free medium and incubated for 10 min with HEK-293-
angptl2-luciferase or HEK-293-luciferase transfected medium. The fraction of angptl2-
luc binding to the cell surface was monitored by the activity of luciferase, using Gaussia 
Luciferase assay kit (New England Biolabs, Whitby, ON, Canada). Live cells were 
monitored using a confocal microscope (Zeiss, Toronto, ON, Canada) before and 
immediately after addition of the luciferase substrate. During image acquisition, petri 
dishes were maintained at 37ºC for the duration of the video and supplied with 5% CO2. 
A 450 nm laser was used and images (512x512), acquired at 0.5 sec intervals, were 





Western blot Cells were homogenized in a Triton based lysis buffer (50 mmol/L Tris-
HCl pH 7.5 at 5°C, 20 mmol/L &-glycerophosphate, 20 mmol/L NaF, 5 mmol/L EDTA, 
10 mmol/L EGTA, 1 mmol/L Na3VO4, 10 mmol/L benzamidine, 0.5 mmol/L PMSF, 
10 µg/ml leupeptin, 5 mmol/L DTT, 1 µmol/L microcystin and 1% (v/v) reduced Triton 
X-100). Cell homogenates were centrifuged for 15 min at 10 000xg and 4ºC. Protein 
concentrations in the supernatant were determined by the Bradford method using "-
globulin as a standard. 
To measure the secretion of endogenous angptl2 into the culture medium, hIMAEC, 
HUVEC or VSMC were cultured in serum free medium for 16 h and 1 ml of this 
medium was concentrated to 20 $l using Microcon centrifugal filters (with a cutoff of 
10 kDa, Millipore) and combined to 10 $l of Laemmli buffer (containing 1% SDS). 
For Western blot analysis, the proteins (50 $g of protein from the cell lysate, 20 $l from 
the concentrated culture medium or 2 $l from the purified recombinant protein) were 
resolved by electrophoresis as described above. 
 
Fluorescent immunocytochemistry hIMAEC, HUVEC and VSMC were cultured for 24 
h on coverslips, washed with PBS, fixed with 2% paraformaldehyde (in PBS, pH 7.45) 
for 20 min at room temperature, washed again with PBS and then blocked with 2% 
normal donkey serum and 0.1% Triton X-100 in PSB for 1 h at room temperature. The 
cells were then incubated with an angptl2 specific antibody and then with the Alexa 
Fluor 488-conjugated donkey anti-goat secondary antibody (#A11055, Molecular 
Probes) as described above. Fluorescence was visualized using a confocal microscope. 





Expression and purification of angptl2 fusion protein Angptl2-GST was expressed in 
HEK-293 cells and purified (> 95%, Figure S1A) by affinity chromatography on 
GSTrap HP columns. The recombinant angptl2-GST protein migrated at ~90 kDa, 
which corresponds to the calculated molecular weight of angptl2 (64 kDa) plus GST (28 
 268 
kDa). Human angptl2-GST migrated as three bands on SDS-PAGE (Figures S1B-C), 
likely the result of glycosylation. Angptl2 possesses two consensus glycosylation sites 
that can shift its mass from 57 to 64 kDa. To confirm this possibility, recombinant 
angptl2-GST was incubated with N-glycosidase, after which angptl2-GST migrated on 
SDS-PAGE as a single band (data not shown). Thus, the purified recombinant angptl2 is 






Supplemental Table 1: Sequence of primers (5’'3’) used in qRT-PCR. 
Gene Sense Antisense 
angptl2 GATCCAGAGTGACCAGAATC TCTCAGGCTTCACCAGGTAG 
TNF-! TGATCCGCGACGTGGAACTGG CGACGTGGGCTACAGGCTTGTCA 
IL-6 CCATAGCTACCTGGAGTACATGA GTCCTTAGCCACTCCTTCTGTGA 
P-selectin GGAGTGCATCGAGACCATTG GGATGGCTGCAGTTCATGAG 
ICAM-1 GACAGCAGTCCGCTGTGCTT GAGGTCTCAGCTCCACACTC 
CD18 CAACGAGATCACCGAGTCTG CTGGTTGGAGTTGTCGGTTA 
CD62L CATGGAGATGTGAGGGTACT CCATGGTGTATCAGGAAGTC 
CD162 TCACTGAGGCAGAGTCGTTT CAAGATGGTCAGCAGCACAA 
CycloA CCGATGACGAGCCCTTGG GCCGCCAGTGCCATTATG 
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Figure S1: Purification of human angptl2 recombinant protein. Coomassie blue (A) and 
Western blot (B) analysis of the recombinant angptl2-GST protein purified by affinity 
chromatography on glutathione Sepharose. (A) Lane 1 in each gel contains protein 
molecular weight markers, lane 2 (in first gel) represents sample before purification, 
lane 3 represents the flow-through fraction. Fractions 1 to 18 (F1-F18) represent the 
column wash and product eluted. (B) Western blot detection using a human angptl2 
antibody. Coomassie blue staining shows the purity of the protein and Western blot 
detection confirms the presence of angptl2-GST. (C) Purified angptl2 presents three 






Figure S2: Angptl2 stimulation promotes expression of inflammatory molecules. 
Quantitative RT-PCR analysis of IL-6 and TNF-# mRNA was performed in cultured 
HUVEC stimulated or not (Starving medium) with recombinant angptl2 (100 nM) for 
10 min, 1 h, 4 h or 24 h. Results were normalized to cyclophilin A expression and the 
average mRNA level in un-stimulated cells (starving medium for 10 min) was arbitrarily 
set at 1. Data are mean ± SEM of n=3, each experiment was performed in triplicate. *: p 




10 min  1 h  4 h  24 h  10 min  1 h  4 h  24 h  
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Figure S3: Binding of an angptl2-GST fusion protein to endothelial cells and vascular 
smooth muscle cells. Angptl2 binding on 6-mo LDLr-/-;hApoB+/+ aortic cross sections 
(without atherosclerotic lesion) incubated for 30 min with purified recombinant angptl2-
GST was visualized by immunofluorescence using anti-angptl2 (top panels) or anti-GST 
(middle panels). In the negative control (bottom panels), the primary antibody was 
omitted. Angptl2 or GST is shown in red, basal membrane in green and nuclei in blue. 
Phase contrast images, angptl2 or GST immunostaining, angptl2 or GST and nuclei, and 
basal membrane and nuclei are shown in 1st, 2nd, 3rd and 4th column, respectively. L: 
lumen of the artery. The arrows indicate endothelial cells positive for angptl2 or for 





Figure S4: Binding of an angptl2-GST fusion protein to vascular smooth muscle cells 
and plaque. Angptl2 binding on 6-mo LDLr-/-;hApoB+/+ aortic cross sections (with 
atherosclerotic lesion) incubated for 30 min with purified recombinant angptl2-GST 
protein was visualized by immunofluorescence using anti-angptl2 (top panels) or anti-
GST (middle panels). In the negative control (bottom panels), the primary antibody was 
omitted. Angptl2 or GST is shown in red, basal membrane in green and nuclei in blue. 
Phase contrast images, angptl2 or GST immunostaining, angptl2 or GST and nuclei, and 
basal membrane and nuclei are shown in 1st, 2nd, 3rd and 4th column, respectively. L: 
lumen of the artery (scale bar = 20 $m). 
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Figure S5: Negative control for aortic en face (top) and cross section (bottom) staining 
of angptl2. During immunostaining (confocal imaging), the primary antibody against 
angptl2 was omitted. Non-specific signal is shown in red, nuclei in blue and basal 
membrane in green (for en face staining only). Top panel, scale bar = 30 $m; bottom 





Figure S6: Low angptl2 immunoreactivity in vascular cells from young mice. Angptl2 
immunoreactivity on aortic cross sections from 3-mo wild-type (WT) and LDLr-/-
;hApoB+/+ (ATX) mice was visualized by immunofluorescence using anti-angptl2 
antibody. In the negative control, the primary antibody was omitted. Angptl2 is shown 
in red, basal membrane in green and nuclei in blue. L: lumen of the artery. The arrows 




Figure S7: Negative control for angptl2-luciferase activity Cultured VSMC, HUVEC 
and hIMAEC were incubated 10 min with 100 nmol/L HEK-293-angptl2-luciferase; 
VSMC were also stimulated with HEK-293-vector-luciferase (negative controls). Cells 
were then washed and the binding of angptl2/vector-luciferase to cell surface was 
revealed by adding the luciferase substrate and by monitoring the activity of luciferase. 
The average angptl2-luciferase fluorescent signals (AU) recorded in hIMAEC (n=6) and 
HUVEC (n=4), and the average vector-luciferase fluorescent signals (negative controls) 
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Des études récentes suggèrent un rôle pathologique de l’Angptl2 dans le 
développement de maladies inflammatoires chroniques telles que les maladies 
cardiovasculaires (Kadomatsu et al., 2011; Kubota et al., 2005b; Oike et al., 2005b; 
Oike et al., 2009b), le cancer (Aoi et al., 2011; Endo et al., 2012; Kikuchi et al., 2008), 
l’arthrite rhumatoïde (Okada et al., 2010) et la dermatomyosite (Ogata et al., 2012). 
Sachant que l’Angptl2 est un ligand pour un récepteur potentiel (section 1.4.2.), il est 
logique d’imaginer que cette protéine est susceptible de moduler des voies de 
signalisation dans le but d’exacerber l’inflammation et de dégrader les mécanismes de 
défense intracellulaire. Nos travaux suggèrent que l’Angptl2, initialement identifiée par 
Differential Display dans des cellules sénescentes, est augmentée en présence de 
sénescence induite par le stress oxydant dans les CE de patients coronariens; est corrélée 
au vieillissement précoce et à l’inflammation des CE de patients fumeurs atteints de 
maladie pulmonaire obstructive chronique; a des effets pro-oxydants; contribue au 
développement de l’athérosclérose chez la souris; son taux circulant est 6 fois supérieur 
chez des patients coronariens Canadiens par rapport à des sujets sains du même âge. 
La discussion sera présentée sous forme de questions : je discuterai surtout des liens 
possibles entre l’effet inhibiteur de l’Angptl2 sur les défenses antioxydantes 
intracellulaires et ses implications pathologiques, car cet aspect n’a jamais été discuté 
dans la littérature auparavant et pourrait, à mon avis, être à l’origine des différentes 
fonctions délétères de l’Angptl2. Une deuxième partie discutera de l’Angptl2 comme un 
biomarqueur potentiel de l’athérosclérose via ses fonctions pro-angiogéniques et sur 
l’impact de cette angiogenèse sur l’expansion et l’instabilité de la plaque. Pour terminer, 
les récepteurs Toll-like méritent d’être signalés comme récepteurs potentiels de 
l’Angptl2 puisque l’activation de ces récepteurs mime les effets de l’Angptl2. 
Finalement, je résumerai les principaux obstacles et limitations rencontrés au cours de la 
réalisation de mes travaux.  
 
 280 
4.1. L’Angptl2 contribue-t-elle à l’athérosclérose par le 
biais d’une dérégulation de l’équilibre redox via la voie 
Nrf2 dans les cellules endothéliales ? 
La fonction de Nrf2 réside dans la nature des gènes dont il contrôle l’expression. 
Les gènes cibles de Nrf2 possèdent des fonctions de protection cellulaire contre le stress 
oxydant et les xénobiotiques et ils sont impliqués dans la régulation de l’équilibre redox 
intracellulaire (Li et al., 2009). De ce fait, Nrf2 est défini comme un facteur de 
transcription protecteur et sensible à l’équilibre redox intracellulaire (Kensler et al., 
2007). L’activation du système de défense intracellulaire de Nrf2/l’HO-1 est considérée 
comme un mécanisme de protection face aux augmentations du niveau de ROS 
associées avec les maladies inflammatoires (Singh et al., 2010). Une surexpression de 
l’Angptl2 a été observée dans le diabète (Tabata et al., 2009), le cancer (Aoi et al., 
2011), l’athérosclérose (Horio et al., 2010; Tabata et al., 2009) et plusieurs autres 
maladies inflammatoires chroniques (Ogata et al., 2012; Okada et al., 2010). D’un autre 
côté, nos résultats démontrent une inhibition chronique (après 24 h) de la voie Nrf2/HO-
1 induite par l’Angptl2 dans les HUVEC. Nous avons aussi observé une production de 
ROS stimulée par la présence d’Angptl2 dans ces cellules. L’ensemble de ces 
observations suggère que l’Angptl2 joue un rôle essentiel dans la dérégulation de 
l’équilibre redox à l’intérieur des CE en situation pathologique telle que 
l’athérosclérose, et ce par deux mécanismes possibles : l’accélération de la synthèse de 
ROS et en parallèle, l’activation des voies de signalisation intracellulaires menant à 
l’inhibition de Nrf2 et donc de la synthèse des enzymes antioxydantes telles que HO-1. 
Dans la littérature, les résultats publiés concernant une implication directe du facteur de 
transcription Nrf2 dans le développement de l’athérosclérose sont peu nombreux. Une 
étude récente propose l’hypothèse selon laquelle l’activation de Nrf2 dans les CE 
protège contre le développement de l’athérosclérose et de l’inflammation causés par de 
faibles forces de cisaillement (Zakkar et al., 2009). Les auteurs démontrent que Nrf2 est 




protège ces régions contre l’athérogénèse. Cependant, Nrf2 est exprimé sous sa forme 
inactive, dans le cytosol, dans les régions susceptibles au développement de 
l’athérosclérose, c’est-à-dire les régions où les forces de cisaillement sont faibles. Un 
traitement avec le sulforaphane, un antioxydant et un puissant activateur de Nrf2 
indépendamment des forces de cisaillement (Thimmulappa et al., 2002), rétablit les 
fonctions antioxydantes dans les régions susceptibles à l’athérosclérose chez les souris 
de type sauvage mais pas chez les souris Nrf2-/- (Zakkar et al., 2009). Il a aussi été 
démontré que la voie du Nrf2 contrôle la croissance des CML en culture puisque 
l’activation génétique de Nrf2 arrête la prolifération de ces cellules in vitro (Villacorta et 
al., 2007). Ceci est en accord avec la prolifération accrue des CML dans la plaque 
athérosclérotique quand Nrf2 est inhibé chez la souris (Villacorta et al., 2007). Ces 
données confèrent au Nrf2 un rôle de protection cellulaire dans la prévention de 
l’athérosclérose supportant notre hypothèse qu’une inhibition de cette voie par l’Angptl2 
est à l’origine de sa fonction pro-athérosclérotique.  
 
4.2. L’Angptl2 contribue-t-elle à l’athérosclérose par la 
modulation des mécanismes moléculaires de Nrf2 
impliqués dans la réaction inflammatoire ?  
Outre ses effets protecteurs vis-à-vis des changements redox, Nrf2 joue également 
un rôle modérateur dans les réactions inflammatoires, une fonction qui a été mise en 
évidence chez la souris invalidée pour le gène codant pour le Nrf2 (souris Nrf2-/-) : ce 
modèle de souris présente des phénotypes atypiques qui reflètent essentiellement des 
réponses inflammatoires anormales (Iizuka et al., 2005). Parmi ces phénotypes, on 
observe chez les souris Nrf2-/- l’apparition d’un emphysème pulmonaire massif et une 
hypoxie bronchiale lors d’une exposition prolongée à la fumée de cigarettes, à l’hypoxie 
ou aux allergènes (Iizuka et al., 2005). Ces souris présentent une infiltration accrue de 
cellules inflammatoires dans les petites artères pulmonaires (Iizuka et al., 2005). 
L’apparition du syndrome de lupus érythémateux et de la susceptibilité accrue aux 
 282 
toxines (Yoh et al., 2001) observées chez la souris Nrf2-/- soulignent le rôle majeur de 
Nrf2 en tant que régulateur de réactions inflammatoires.  
Il a été démontré qu’une délétion génétique de Nrf2 (souris Nrf2-/-) augmente 
dramatiquement l’expression des cytokines inflammatoires telles que TNF-!, IL-1 et 
COX2 dans les CE (Thimmulappa et al., 2002) et mène à l’activation soutenue du 
facteur de transcription NF-!B qui induit, à son tour, la transcription de cytokines 
inflammatoires (Li et al., 2008). Ces mécanismes de signalisation semblent être exercés 
dans les CE et les macrophages (extraits de la plaque), deux joueurs qui contribuent au 
processus d’inflammation et à la production de ROS dans le contexte pathologique 
d’athérosclérose (Singh et al., 2010). Chez des macrophages isolés de souris Nrf2-/-, une 
exposition à un agent inflammatoire tel que le lipopolysaccharide (LPS) conduit à un 
niveau excessivement élevé de ROS et à une activation des signaux intracellulaires (tels 
que la stimulation de NF-!B, de p38 MAPK et de VCAM-1), menant à une réponse 
inflammatoire intense qui reste activée pour une longue durée (24 h en culture) 
(Thimmulappa et al., 2006). L’activation de ces voies est contrôlée par l’équilibre redox 
intracellulaire où Nrf2 exerce une fonction primordiale (Kolls, 2006). Dans notre 
quatrième étude, nous avons démontré qu’une activation des CE avec l’Angptl2 inhibe 
la voie de Nrf2 et conduit à la surproduction de cytokines inflammatoires. Selon les 
travaux publiés par le Dr Oike et son équipe, l’inflammation induite par l’Angptl2 se fait 
via le facteur de transcription NF-!B (Tabata et al., 2009). Nous proposons que la 
réponse pro-inflammatoire induite par l’Angptl2 est, du moins partiellement, dépendante 
du blocage de la voie de Nrf2/HO-1, menant à l’activation de NF-!B et à la synthèse de 
cytokines inflammatoires. Il a aussi été proposé que le promoteur du gène de l’Angptl2 
contient un élément régulateur de liaison pour le facteur de transcription NF-!B et 
qu’une stimulation avec la cytokine inflammatoire TNF-! déclenche la synthèse de 
l’Angptl2 (Zheng et al., 2011). Ces résultats pourraient indiquer l’existence d’un 
mécanisme de rétro-activation (un feedback positif) entre le niveau de l’Angptl2 et 





4.3. La voie Nrf2/HO-1 est-elle contrôlée par les effets 
néfastes - inflammatoires et oxydants - de l’Angptl2 ?  
Dans des conditions d’inflammation et d’oxydation, l’activation de Nrf2 semble 
être biphasique : il a été montré que dans le cas de l’hyperglycémie associée au diabète, 
la voie de Nrf2 est initialement activée afin d’induire une défense anti-oxydante, puis, 
une production excessive de ROS finit par inhiber Nrf2 menant ainsi au découplage de 
la NOS, à la dysfonction mitochondriale et à la perte des défenses anti-oxydantes (Gao 
et al., 2009). Ce même profil de réponse a été observé au cours du remodelage associé à 
l’hypertrophie cardiaque : le gène de Nrf2 est régulé transitoirement à la hausse durant 
le stade précoce de la maladie où la fonction cardiaque est préservée, puis l’expression 
de Nrf2 chute avec la dysfonction et l’adaptation cardiaques à un stade avancé du 
remodelage cardiaque (Li et al., 2011). De façon plus mécanistique, des résultats 
montrent chez les souris KO pour Keap1 une sensibilité accrue au stress oxydant et une 
apoptose cellulaire (Strachan et al., 2005). Ces résultats suggèrent, selon les auteurs, que 
l’abondance nucléaire de Nrf2 est régulée à la hausse et à la baisse (réponse biphasique), 
d’où l’hypothèse selon laquelle une activation des gènes possédant un ARE correspond 
à une réponse anti-oxydante précoce, et qu’un puissant stimulus (ou une exposition à 
long terme) fait intervenir des régulateurs négatifs, diminuant l’expression de ces mêmes 
gènes protecteurs (Jain et al., 2006; Jaiswal, 2004). Cette séquence d'évènements 
moléculaires ressemble aux effets de l’Angptl2 observés sur Nrf2. Nos résultats (étude 
4) indiquent que l’Angptl2 induit une réponse biphasique, avec une activation précoce 
de Nrf2/HO-1 (<1h de stimulation avec l’Angtl2) suivie d’une inhibition chronique (> 
4h de stimulation avec l’Angtl2). Par conséquent, l’Angptl2 pourrait être un puissant 
modulateur de Nrf2/HO-1. 
La capacité de Nrf2 à protéger les CE de l’inflammation réside dans l’inactivation de la 
voie de signalisation MKK/p38 MAPK et en conséquence, la suppression de 
l’expression des molécules d’adhésion telles que VCAM-1 et les cytokines 
inflammatoires telles que TNF-! et MCP-1 (Chen et al., 2006b; Chen et al., 2003). Ces 
mécanismes semblent être absents dans les sites susceptibles à l’athérosclérose (Zakkar 
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et al., 2009). L’inactivation de p38 MAPK se fait à l’aide de la MAPK phosphatase-1 
(MKP-1) qui possède, à ce niveau, un double rôle protecteur : une phosphatase 
inhibitrice de la p38 MAPK et par conséquence de la synthèse des molécules 
d’adhésion, et un agent anti-inflammatoire inhibant la formation des cytokines dans les 
CE (Singh et al., 2010). Le mécanisme par lequel Nrf2 déclenche l’activité catalytique 
de la phosphatase MKP-1 n’est pas encore clarifié, mais un environnement redox serait 
à la base mécanistique de l’inactivation de p38 MAPK (Zakkar et al., 2009). 
Nous sommes les premiers à avoir démontré que l’Angptl2 possède une puissante 
capacité pro-oxydante (étude 4); de plus, l’abondance de l’Angptl2 dans les CE est 
associée à un niveau élevé de ROS (étude 5) et de peroxydation des lipides 
membranaires (étude 2). Nos résultats montrent que le niveau de stress oxydant 
augmente en présence d’Angptl2 exogène, et que la production endogène d’Angptl2 
augmente dans un environnement pro-oxydant [dans les CE de patients coronariens 
(études 1 et 2) ou chez les souris athérosclérotiques (étude 5)]. De même, la production 
endogène d’Angptl2 diminue significativement suite à l’inactivation des composés 
radicalaires par un traitement pharmacologique avec un anti-oxydant tel que le NAC 
(étude 1). En parallèle, nous avons prouvé que l’Angptl2 est un activateur potentiel de la 
voie de signalisation p38 MAPK (étude 4). Ces données permettent de proposer 
l’hypothèse selon laquelle l’Angptl2, par le biais de l’inhibition transcriptionnelle de 
Nrf2 et l’inhibition potentielle de la phosphatase MKP-1, active la voie p38 MAPK 
conduisant ainsi à l’activation soutenue de l’expression des molécules d’adhésion par les 
CE. Cependant, nous ne savons pas si l’Angptl2 exerce un effet direct sur MKP-1. De 
plus, nous ne savons pas quel impact pourrait avoir une inhibition de MKP-1 ou une 
activation de p38 MAPK sur l’expression des molécules d’adhésion par l’Angptl2 et/ou 
sur la capacité de l’Angptl2 à stimuler l’adhésion des leucocytes à l’endothélium 
vasculaire. Des expériences supplémentaires sont donc nécessaires pour clarifier s’il 
existe une relation directe entre l’Angptl2 intracellulaire et l’activation de la voie p38 
MAPK, dans le contexte du contrôle de l’équilibre redox par le Nrf2. 
Nos études révèlent donc que, par ses capacités à déplacer l’équilibre redox à l’intérieur 
de la cellule, l’Angptl2 diminue, voire inhibe les mécanismes de protection cellulaire, 




ces conditions, l’expression de l’Angptl2 est elle-même exacerbée en présence de TNF-
! et des ROS, favorisant ainsi une boucle de rétro-activation positive entre le niveau 
d’Angptl2, l’inflammation et l’oxydation. Toutes ces propriétés confèrent à l’Angptl2 un 
rôle dans l’athérogénèse, et pourraient expliquer l’accélération massive du 
développement de la lésion athérosclérotique observée chez la souris dyslipidémique 
après perfusion d’Angptl2 pendant quatre semaines (étude 5). 
 
4.4. L’Angptl2 contribue-t-elle à l’athérosclérose par le 
biais de l’angiogenèse? 
Comme nous l’avons signalé dans l’introduction de cette thèse (section 1.2.5.2.), 
l’instabilité de la plaque athéromateuse est une complication redoutable de 
l’angiogenèse pathologique (Moulton, 2006). Dans leur étude, Dunmore et ses 
collaborateurs démontrent que les nouveaux vaisseaux sont co-localisés spécifiquement 
avec des régions extrêmement riches en expression locale de facteurs de croissance tels 
que le VEGF (Dunmore et al., 2007). De plus, l’utilisation des approches transgéniques 
et d’invalidation conditionnelle du gène du VEGF démontrent le rôle essentiel de ce 
facteur angiogénique pour l’induction de l’angiogenèse pathologique, de même que le 
développement de la plaque (Holm et al., 2009). Un autre exemple de l’implication 
directe des facteurs angiogéniques au cours de l’athérosclérose est l’utilisation d’un 
dominant négatif du récepteur au FGF qui atténue significativement la néoformation de 
vaisseaux sanguins et diminue l’hémorragie chez la souris ApoE (Raj et al., 2006). Ces 
dernières années, plusieurs études cliniques ont cherché à élaborer des stratégies 
thérapeutiques afin de renverser la situation ischémique et d'empêcher la pathogenèse de 
l'athérosclérose en ciblant des facteurs angiogéniques/antiangiogéniques (Lassaletta et 
al., 2011) et des facteurs pro-inflammatoires. 
L’Angptl2 exerce un effet pro-angiogénique qui a été mis en évidence dans la 
première étude publiée par Kim et al. en utilisant des HUVEC en culture (Kim et al., 
1999b). Ces propriétés pro-angiogéniques de l’Angptl2 ont ensuite été confirmées in 
vitro et in vivo (Broxmeyer et al., 2012; Kubota et al., 2005a) et dans notre étude 3. 
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Cependant, la contribution pathologique de l’angiogenèse induite par l’Angptl2 dans le 
développement de l’athérosclérose, n’est pas définie.  
Compte tenu de nos résultats qui prouvent que, tout comme le VEGF, l’expression de 
l’Angptl2 est stimulée dans les conditions hypoxiques (étude 2, (Farhat et al., 2008)), et 
que l’Angptl2 exerce un effet angiogénique sur les CE et favorise la formation des 
connexions tubulaires entre elles (étude 3 et (Kim et al., 1999b)), il est possible que 
l’Angptl2, en plus d’intervenir au cours des étapes précoces de l’athérosclérose 
(l’adhésion des leucocytes à l’endothélium vasculaire), soit impliquée dans 
l’angiogenèse pathologique de la plaque athéromateuse à des stades plus tardifs.  
Il est intéressant de mentionner que dans le cadre de notre étude 2 (Farhat et al., 2008), 
nous avons observé dans les CE de patients coronariens, une corrélation positive entre 
l’expression génique de l’Angptl2 et celle de VEGF, et qu’une stimulation des CE avec 
de l’Angptl2 recombinante ne provoque pas d’augmentation du niveau du gène codant 
pour la protéine VEGF (étude 4), suggérant que les effets observés sont propres à 
l’Angptl2 et ne passent pas par l’intermédiaire des actions du VEGF. On peut 
néanmoins imaginer l’existence d’une synergie entre l’Angptl2 et le VEGF lors de 
l’angiogenèse associée au processus d’athérosclérose.  
L’Angptl2 pourrait déclencher l’angiogenèse pathologique par l’intermédiaire de deux 
stimulateurs qui sont l’inflammation et l’oxydation. Les rôles de ces deux phénomènes 
dans l’induction et le maintien de l’angiogenèse au sein de la plaque, ainsi que leur 
implication primordiale dans l’hémorragie ont été largement étudiés (Ushio-Fukai, 
2006; Vuorio et al., 2012).  
La relation existante entre l’angiogenèse et l’inflammation est réciproque et est due au 
fait que l’angiogenèse elle-même peut provoquer l’infiltration des cellules 
inflammatoires et donc contribuer de façon causale au processus d’inflammation (Slevin 
et al., 2009). De plus, l’oxydation est également considérée comme un évènement 
causant l’angiogenèse hémorragique (Bochkov et al., 2006). L’inflammation et 
l’oxydation apparaissent associées à la présence élevée de facteurs angiogéniques, et 
sont vraisemblablement corrélés à la fragilisation de la chape fibreuse (Kahlon et al., 
1992). Afin d’appuyer efficacement l’hypothèse selon laquelle l’Angptl2 est impliquée 




mécanistiques. Tout d’abord, la participation d’une protéine au processus 
d’inflammation angiogénique est évaluée selon sa capacité à induire l’augmentation de 
la perméabilité vasculaire pour faciliter la diapédèse des cellules inflammatoires et la 
stimulation des mécanismes intracellulaires menant à la migration, adhésion et 
prolifération des CE (Herrmann et al., 2006; Slevin et al., 2009). 
L’Angptl2 pourrait activer la signalisation des petites molécules Rho/Rac-1 GTPases 
(Tabata et al., 2009), une voie qui est considérée à l’origine de la formation de 
protrusions membranaires et/ou des lamellipodes dans les CE (Ridley, 2001). En 
utilisant la même argumentation, nous pouvons aussi justifier l’effet de l’Angptl2 sur les 
leucocytes lors de leur infiltration sous-endothéliale qui pourrait donc être accomplie 
suite à l’activation de cette molécule GTPasique (Tabata et al., 2009). Aucune étude ne 
supporte l’argument d’une activation de la voie migratrice au sein des cellules 
inflammatoires par l’Angptl2, cependant, nos résultats (étude 5) et les travaux du Dr 
Oike et de son équipe (Tabata et al., 2009) démontrent que les leucocytes possèdent les 
récepteurs nécessaires pour transmettre les signaux induits par l’Angptl2.  
Analysant le rôle potentiel des facteurs angiogéniques et de leurs récepteurs à la surface 
cellulaire dans le contrôle de l’angiogenèse pathologique, il a été démontré que les 
facteurs angiogéniques tels que le VEGF et le FGF, interagissent spécifiquement avec 
les intégrines ß1 de surface, les récepteurs qui confèrent à la CE des interactions stables 
avec la matrice extracellulaire afin d’accomplir l’angiogenèse (Byzova et al., 2000). Les 
intégrines (surtout ß1) exprimées à la surface des CE au cours de l’angiogenèse sont 
spécifiques pour la vitronectine, la fibronectine et le fibrinogène (Armulik, 2002). Outre 
son rôle majeur dans l’adhérence cellulaire lors de l’angiogenèse, les facteurs de 
croissance, le VEGF par exemple, semblent emprunter la voie Akt afin d’induire une 
augmentation de la perméabilité vasculaire (Holm et al., 2009), un processus 
indispensable à l’infiltration des cellules inflammatoires, elles-mêmes productrices de 
VEGF, au sein de la plaque (Holm et al., 2009). Sachant que l’Angptl2 possède un 
domaine d’homologie au fibrinogène dans sa région carboxy-terminale, le Dr Tabata et 
son équipe ont proposé que l’Angptl2 interagit également avec l’intégrine !5ß1 à la 
surface des CE, ce qui lui confère en plus de son activité pro-inflammatoire, une 
capacité angiogénique (Tabata et al., 2009). Cette hypothèse a été confirmée en 
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empêchant l’interaction dynamique entre l’Angptl2 et les intégrines à l’aide d’anticorps 
spécifiques dirigés contre les différentes intégrines endothéliales (Tabata et al., 2009). 
Dans cette même étude, les auteurs démontrent une perméabilité vasculaire accrue dans 
des lignées de souris surexprimant l’Angptl2 (Tabata et al., 2009), suggérant une 
implication directe de cette dernière dans la perméabilité vasculaire. De façon similaire 
aux autres facteurs perméabilisants qui stimulent l’angiogenèse pathologique, l’Angptl2 
active également la voie Akt (Kubota et al., 2005b; Tabata et al., 2009), cependant 
l’implication directe de cette voie de signalisation dans la perméabilité vasculaire 
déclenchée par l’Angptl2 n’a pas encore été démontrée. L’ensemble de ces données 
propose un mode d’action pour l’Angptl2 dans l’inflammation angiogénique par le biais 
du contrôle, non seulement de la perméabilité vasculaire, mais aussi de la migration des 
CE en agissant directement sur la déformation membranaire et indirectement sur les 
interactions cellule-matrice extracellulaire.  
Parallèlement à la voie de l’inflammation, la libération des ROS constitue un deuxième 
axe majeur par lequel l’Angptl2 pourrait contribuer à l’angiogenèse et à l’athérosclérose. 
En effet, le processus d’oxydation participe à toutes les étapes de l’athérogénèse depuis 
l’initiation et l’oxydation des LDL par les CE jusqu’à la lésion avancée et l’hémorragie 
de la plaque (Kahlon et al., 1992). Un grand nombre d’études a été réalisé pour 
confirmer l’effet direct du phénomène d’oxydation dans le développement de 
l’athérosclérose. Dandapat et al. ont rapporté que l’oxydation responsable de la 
formation des ox-LDL est un stimulateur potentiel de l’angiogenèse et de la formation 
des structures tubulaires par les CE (Dandapat et al., 2007), suggérant ainsi qu’en plus 
de leurs rôles cytotoxiques, apoptotiques et inflammatoires, les ox-LDL conduisent à 
l’instabilité de la plaque. De plus, il a été publié que l’oxydation de la 
phosphatidylcholine qui est le composant prédominant des ox-LDL, active 
l’angiogenèse de la plaque suite à son accumulation dans les CE des parois vasculaires 
et dans le plasma des sujets athérosclérotiques (Bochkov et al., 2006). En 2011, 
Nakagawa et son équipe ont démontré que l’oxydation de cette phosphatidylcholine 
augmente la capacité du VEGF à accomplir son rôle angiogénique in vitro (HUVEC en 
culture) et à augmenter la déstabilisation de la plaque via l’angiogenèse pathologique in 




mécanismes intracellulaires menant à la déstabilisation de la plaque suite à l’activation 
de l’expression des métalloprotéases par les CML. L’induction excessive des MMP est 
dépendante de mécanismes d’oxydation (Kranzhofer et al., 1999b) et de l’activation de 
NF-!B (Kranzhofer et al., 1999a). Tous ces exemples témoignent d’un rôle capital de 
l’oxydation dans le phénomène d’angiogenèse. 
Nous sommes les premiers à avoir attribué une fonction pro-oxydante à l’Angptl2. De 
plus, nous proposons une relation réciproque entre l’Angptl2 et l’oxydation. En effet, 
nous avons prouvé que l’expression de l’Angptl2 est non seulement associée à un 
environnement oxydant (études 2 et 5) mais induit également la production de ROS 
(étude 4). Nous avons observé chez des ex-fumeurs une baisse de l’expression génique 
d’Angptl2 et en même temps, une baisse des marqueurs de l’oxydation (tels que le 4-
hydroxy-nonenal, HNE) comparativement à ceux de fumeurs actifs (Farhat et al., 2008), 
suggérant un effet causal entre l’oxydation produit par le tabagisme et l’expression 
génique de l’Angplt2. Nous avons montré que l’expression de l’Angptl2 est augmentée 
de 6 fois dans les CE des patients atteints de MPOC, cellules qui sont à la fois 
hypoxiques et associées à un niveau élevé de stress oxydant et d’inflammation (Farhat et 
al., 2008). Nous avons aussi mis en évidence et caractérisé la contribution directe de 
l’Angptl2 dans le phénomène d’oxydation des CE : l’Angptl2 pourrait provoquer un 
débalancement dans l’équilibre redox en favorisant la formation de ROS tout en inhibant 
les mécanismes endogènes antioxydants tels que la voie Nrf2/HO-1 (étude 4).  
Il a été rapporté que l’augmentation des niveaux de ROS suite à la présence excessive de 
VEGF active préférentiellement les protéines oncogènes G (GTPasiques telles que 
Rho/Ras), résultant en la néoformation des vaisseaux sanguins (Kranenburg et al., 
2004). Tout comme le VEGF, l’Angptl2 qui induit la formation de ROS, pourrait aussi 
déclencher la voie des petites protéines G Rho/Ras et produire l’angiogenèse 
pathologique. Tous ces mécanismes moléculaires de l’Angptl2 restent à être démontrés. 
La littérature publiée sur le sujet de l’angiogenèse pathologique permet d’extrapoler que 
l’Angptl2, protéine pro-inflammatoire et pro-oxydante, déclenche la formation de néo-
capillaires, facilitant la diapédèse des différentes familles leucocytaires vers les tissus de 
la plaque et participe à l’hémorragie de ces néotubes fragiles. Cependant, il est 
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important de ne pas généraliser trop rapidement ces résultats et de reconnaître qu’il 
s’agit d’hypothèses à vérifier. 
 
4.5. L’Angptl2 pourrait-t-elle être un ligand qui interagisse 
avec les récepteurs Toll-Like Receptors ? 
Les ox-LDL générées dans l’environnement pro-oxydant de la plaque exercent 
leurs effets délétères en grande partie par l’intermédiaire des récepteurs modulateurs des 
réponses immunitaires dans la pathogenèse des maladies autoimmunes, les TLR 
(Katsargyris et al., 2008; Siegel et al., 2013). Ce système de TLR joue un rôle dans des 
situations pathologiques comme le suggèrent les différentes données de la littérature 
(Liu et al., 2008; Tobias et al., 2007). En effet, une perte de la synthèse des récepteurs 
TLR chez la souris transgénique (TLR-/-) retarde le développement de l’athérosclérose 
comparativement aux souris de type sauvage (Li et al., 2007). Au sein de la plaque 
athérosclérotique, l’expression des récepteurs TLR se trouve concentrée aux sites 
d’inflammation dans les macrophages et les CE (une colocalisation avec l’expression de 
NF-!B) (Edfeldt et al., 2002). Une corrélation positive entre l’abondance des TLR, la 
vulnérabilité et l’augmentation du volume de la plaque a été observée (Edfeldt et al., 
2002). En parallèle, une étude intéressante réalisée à différents stades de l’athérosclérose 
confirme une corrélation significative entre l’angiogenèse (présence des facteurs 
angiogéniques) et l’expression des TLR, suggérant une relation de causalité (Monaco et 
al., 2009). Dans ce contexte, les réponses biologiques observées avec TLR ressemblent 
à celles de l’Angptl2 (étude 5) : 1) l’expression de l’Angptl2 est associée à la présence 
des macrophages au sein de la plaque athérosclérotique (étude 5), 2) l’Angptl2 
déclenche le processus d’infiltration des leucocytes par l’endothélium vasculaire (étude 
5) et 3) l’administration d’Angptl2 (100 nM) pendant quatre semaines déclenche 
l’expansion de la plaque athérosclérotique chez les souris ATX (LDLr-/-; hApoB100+/+). 
Au niveau de son mécanisme d’action, l’activation de la signalisation du récepteur de 
« scavenger » TLR a pour conséquence d’augmenter la sécrétion des cytokines 




des protéases (i.e. les MMP) et de déclencher la libération des molécules nécessaires 
pour faciliter la progression de l’athérosclérose (i.e. les interférons) (Siegel et al., 2013). 
Les TLR sont donc considérés comme un lien potentiel entre l’inflammation et les 
maladies cardiovasculaires (Katsargyris et al., 2008). Plusieurs études démontrent que, 
dans un contexte pathologique d’athérosclérose, le récepteur TLR active la voie de 
signalisation inflammatoire intracellulaire de p38 MAPK, mais également les voies 
Ras/Rhac/Rho kinases qui activent le facteur de transcription NF-!B (Gareus et al., 
2008). Encore une fois, l’activation des molécules inflammatoires (études 4 et 5) et la 
stimulation de la voie p38 MAPK par l’Angptl2 ressemblent aux effets des TLR. 
Tel que mentionné dans l’introduction de cette thèse, l’Angptl2 a été récemment 
identifiée comme un ligand potentiel du récepteur LILRB2 qui joue un rôle au niveau du 
système immunitaire (Zheng et al., 2012b). Puisque l’Angptl2 semble induire des 
mécanismes très similaires à ceux déclenchés par les récepteurs « scavenger » TLR, 
l’Angptl2 pourrait-elle être le ligand d’un récepteur modulateur de la réponse 
immunitaire autre que LILRB2, soit les TLR ? 
Cette hypothèse a été proposée pour la première fois par le groupe japonais du Dr Oike 
(Kadomatsu et al., 2011; Tabata et al., 2009). Dans un modèle de cellules en culture, les 
auteurs démontrent que l’Angptl2, via son interaction avec un récepteur de la famille des 
intégrines, active la signalisation de la petite protéine GTPases Rho/Rac (Tabata et al., 
2009), des mécanismes d’action intracellulaire semblables aux voies déclenchées par les 
TLR. De plus, tout comme les TLR, l’Angptl2 est un médiateur de la signalisation 
intracellulaire conduisant à la stimulation de NF-!B (Tabata, Kadomatsu et al. 2009). 
De même, nous avons observé que l’Angptl2 active significativement de la voie p38 
MAPK (étude 4) et déclenche la synthèse des cytokines inflammatoires par un 
mécanisme qui fait vraisemblablement intervenir le facteur de transcription NF-!B 
(Tabata, Kadomatsu et al. 2009). Il semble donc difficile de dissocier les effets de 
l’Angptl2 de ceux des TLR. Cependant, il ne faut pas oublier que les effets potentiels de 
l’Angptl2 via le récepteur de surface TLR sont basés sur des évidences indirectes, 
limitant la vérification d’une telle hypothèse.  
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Les données de la littérature combinées à nos résultats suggèrent un rôle de l’Angptl2 
dans le développement vasculaire athéromateux (l’angiogenèse et l’athérogenèse) par le 
biais d’un récepteur membranaire qui pourrait potentiellement être de la famille des 
TLR, conduisant à l’inflammation, l’activation des leucocytes, l’angiogenèse et 
l’augmentation du cholestérol circulant (étude 5). Toutes ces observations permettent de 
proposer que le rôle potentiellement délétère de l’Angptl2 comprend la stimulation 1) de 
la réponse inflammatoire avec l’expression des cytokines et des molécules d’adhésion 
nécessaires au recrutement des cellules immunitaires et 2) de la réponse oxydative via la 
production de ROS et l’inhibition des voies de défenses antioxydantes. L’expression de 
l’Angptl2 augmente avec la progression de la maladie (étude 5), accélère la formation de 
la plaque et induit un profil lipidique délétère (étude 5), ce qui représente 
potentiellement un signal d’activation de l’angiogenèse pour nourrir la plaque, infiltrer 
des cellules inflammatoires et finalement, contribuer à l’étape décisive et terminale qui 
est l’hémorragie et la déstabilisation de la plaque. Nos travaux suggèrent donc que 
l’Angptl2 contribue au processus de l’athérosclérose.  
 
4.6. Limites des travaux 
L’obstacle majeur et non négligeable que nous avons rencontré au cours de nos 
travaux a été la disponibilité restreinte de la protéine recombinante de l’Angptl2. Dans 
l’étude 3, nous avons tenté de souligner l’importance de produire la protéine dans des 
conditions optimales : il est important de mentionner que la protéine Angptl2 est en fait 
disponible dans le commerce, mais cette Angptl2 est fabriquée dans un système 
bactérien (ou dans des cellules végétales) qui empêche les modifications post-
transcriptionnelles indispensables au bon fonctionnement de l’Angptl2. Afin de 
surmonter cet obstacle, nous avons testé différentes approches (pendant un an et demi), 
avec des degrés de réussite variables, avant d’arriver à optimiser les conditions 
nécessaires et efficaces pour produire une protéine Angptl2 fonctionnelle. La 
disponibilité de l’Angptl2 ne se limite pas à l’optimisation des conditions 
d’amplification et de purification, puisque la quantité obtenue suite à la purification est 




évidemment limité la réalisation de différentes expériences, même si nous sommes 
conscients de leur nécessité. Par exemple, nous avons décidé de réaliser nos études 
(étude 4 et 5) avec une concentration d’Angptl2 exogène de l’ordre de 100 nM (10 
$g/ml) sans tester l’effet d’une concentration plus faible, en se basant sur l’étude publiée 
par l’équipe du Dr Oike qui montre une courbe dose/réponse à l’Angptl2 sur la 
migration et l’adhésion des CE (Tabata et al., 2009). Dans cette étude, l’Angptl2 produit 
son effet maximal à la concentration que nous avons utilisée au cours de nos études.  
Dans le même ordre d’idée, nous aurions pu tester le niveau de l’activité fonctionnelle 
de l’Angptl2 (effet chimio-attractant, angiogénique, inflammatoire…) après chaque 
purification, pour une meilleure homogénéité des résultats. Nous avons évité ces tests 
afin de pouvoir effectuer d’autres expériences qui nous semblaient plus pertinentes. La 
disponibilité de l’Angptl2 a été l’étape limitante qui nous a empêché de réaliser 
certaines études in vivo telles que l’administration de l’Angptl2 sur une longue période 
(> 1 mois) chez la souris afin d’évaluer son impact à long terme sur la progression et 
l’accélération de l’athérosclérose à des stades plus avancés. 
Bien que nos études apportent des données supplémentaires concernant l’implication 
physiopathologique de l’Angptl2 lors du développement de l’athérosclérose, elles 
présentent certaines limitations. En fait, l'association observée entre l’expression 
(endogène ou exogène) d'Angptl2 et le développement de l'athérosclérose (étude 5) n’est 
pas un argument de causalité; de même, cette association n’indique pas un effet direct de 
l'angptl2 dans l'athérogénèse. Les effets pro-athérogéniques observés suite à la perfusion 
i.v. d’Angptl2 sont-ils spécifiques à l’Angptl2?  
Deux approches pourraient être élaborées et appliquées afin de vérifier l’effet direct de 
l’Angptl2 : l’utilisation d’un antagoniste spécifique dans le but de bloquer 
exclusivement la réponse à la protéine, ou l’utilisation d’un modèle de souris 
transgéniques qui n’expriment pas le gène de l’Angptl2. Malheureusement, puisque le 
récepteur de l’Angptl2 n’est pas connu, aucun antagoniste n’est disponible. Il est 
important de mentionner que dans le laboratoire du Dr Thorin, nous sommes maintenant 
en possession depuis quelques mois d’un modèle de souris transgénique «Knock-down» 
pour l’Angptl2, validé et prêt à être utilisé. Des résultats encourageants montrent que 
nos souris Angptl2-/- ne développent pas de dyslipidémie après une exposition à une 
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diète riche en gras et sont donc «protégées». Ces données sont tout à fait en accord avec 
l’augmentation de cholestérol circulant observée chez les souris ATX perfusées avec de 
l’Angptl2 (étude 5). 
Sur une toute autre note, nous avons démontré (étude 5) que l’ajout exogène d’Angptl2 
sur l’aorte de souris ATX (LDLr-/-; hApoB100+/+) augmente l’adhésion des leucocytes sur 
l’endothélium vasculaire et que l’Angptl2 augmente la synthèse de molécules 
d’adhésion à la surface des CE et de leucocytes. Nous sommes conscients de l’existence 
de différents types cellulaires dans les splénocytes, notamment des monocytes 
inflammatoires (et des macrophages), des cellules effectrices T, des cellules T 
régulatrices, des cellules B, des neutrophiles, et des cellules dendritiques (Parney, 2012). 
Afin de préciser la nature des cellules ciblées par les effets de l’Angptl2, il aurait été 
intéressant d’extraire les différentes classes de cellules et de tester l’adhésion de façon 
spécifique à chaque cellule. Cependant, il est difficile, voire impossible, dans ce type 
d’étude de séparer les cellules à partir de la rate du même animal et d’avoir 
suffisamment de cellules pour réaliser l’expérience d’adhésion. Nous avons donc 
considéré l’usage de l’ensemble de ces cellules comme une solution alternative. Il faut 
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5. Conclusions et perspectives 
Nos objectifs étaient de caractériser les propriétés vasculaires de l’Angptl2 et de 
déterminer sa contribution potentielle dans le processus d’athérosclérose. Nous avons 
identifié l’Angptl2 par Differential Display, nous avons déterminé ses propriétés pro-
inflammatoires, pro-oxydantes, pro-angiogéniques, chimio-attractantes in vitro et nous 
avons étudié ses effets pro-athérogéniques in vivo chez la souris. Ces effets sont 
également présents chez l’Homme puisque le taux circulant d’Angptl2 est anormalement 
élevé chez les patients coronariens (Tabata et al., 2009). L’ensemble de nos travaux 
permet d’établir que l’Angptl2 est induite par des facteurs de risque cardiovasculaire tels 
que le tabagisme et la dyslipidémie et un environnement pro-oxydant présent dans les 
CE de patients atteints des maladies coronariennes : l’expression de l’Angptl2 est 
directement liée à l’environnement oxydant cellulaire. Ces travaux sont également les 
premiers à révéler une fonction pro-oxydante de l’Angptl2 et à élucider les mécanismes 
moléculaires sous-jacents à cette réponse. Nous avons défini que l’Angptl2 favorise non 
seulement un état pro-oxydant à l’intérieur des CE (favorise la synthèse des composés 
radicalaires), mais réprime également l’activité du facteur de transcription Nrf2, ce qui 
diminue l’expression de l’enzyme cytoprotectrice HO-1. L’Angptl2 freine les 
mécanismes de défense antioxydante et instaure un statut oxydant délétère. De plus, nos 
travaux (étude 5) complètent les observations du Dr Oike et de ses collaborateurs sur 
l’effet stimulant de l’Angptl2 sur l’adhésion des leucocytes et l’augmentation de son 
niveau circulant chez les patients coronariens (Tabata et al., 2009). Nous avons donc 
identifié l’Angptl2 comme un contributeur potentiel de l’athérosclérose. Nous avons 
démontré que l’induction de son expression au cours du développement de la maladie 
constitue un signal important dans les processus cellulaires tels que l’inflammation, le 
recrutement des leucocytes dans les parois vasculaires et l’expansion de la plaque. Ces 
processus cellulaires sont essentiels et contribuent efficacement à la pathogenèse de 
l’athérosclérose. Ainsi, l’Angptl2 pourrait potentiellement être un biomarqueur et une 
cible thérapeutique de premier choix dans les maladies à caractère oxydant ou 




Nos travaux sur l’Angptl2 ouvrent des portes pour poursuivre ce projet fascinant : si les 
résultats obtenus dans cette thèse constituent une avancée dans la compréhension de 
l’impact pathologique de l’Angptl2 lors de la progression de l’athérosclérose, des 
questions demeurent sans réponse, la plus importante selon moi étant de clarifier les 
mécanismes moléculaires derrière les effets fonctionnels de l’Angptl2. Les effets 
observés de l’Angptl2 chez la souris sont-ils directs ? Sont-ils dus à l’existence d’un 
médiateur endogène qui régule la fonction mais aussi la taille de l’Angptl2 comme c’est 
le cas de certaines Angptls?  
L’Angptl4, par exemple, se trouve en effet dans la circulation assemblée en oligomères 
(Ge et al., 2004a), mais aussi sous des formes tronquées solubles comme la forme 
contenant exclusivement le domaine N terminal coiled-coil et la forme contenant le 
domaine carboxyterminal fibrinogen-like (Ge et al., 2004a; Mandard et al., 2006; Yin et 
al., 2009). Les études réalisées in vitro ont confirmé que chaque domaine de l’Angptl4 
exerce un rôle particulier, celui du domaine coiled-coil est plus métabolique (via 
l’inhibition de l’activité LPL) (Ge et al., 2005; Sukonina et al., 2006), alors que le 
domaine fibrinogen-like semble avoir une fonction anti-angiogénique (Yang et al., 
2008). De plus, in vitro, le domaine soluble coiled-coil de l’Angptl4 pourrait exercer un 
rôle modulateur sur l’activité de la forme entière de la protéine, les deux formes 
interagissent ensemble via des ponts disulfures formant ainsi un hétérodimère qui ne 
possède aucune activité métabolique (Ge et al., 2004b). De façon fort intéressante, nous 
avons accumulé des résultats préliminaires chez la souris qui suggèrent la présence 
d’une forme courte de l’Angptl2 contenant exclusivement le domaine N terminal coiled-
coil avec un patron d’expression très semblable à celui de la forme entière. Il s’agit d’un 
variant génétique qui partage l’exon 1 et 2 (exon contenant le site d’initiation de la 
transcription) de la forme entière mais qui contient un bout terminal de l’intron sous 
jacent donnant ainsi naissance à une protéine de 37 kDa. La petite forme de l’Angptl2 
semble exercer une fonction opposée à celle de la grande forme : le niveau d’ARNm du 
variant génétique diminue avec l’âge et la progression de l’athérosclérose chez la souris 
(données non-publiées, validées dans l’aorte et le cœur). En perspective, il est évident 
que nous allons poursuivre cette étude dans le but de tester si la petite forme de 
l’Angptl2 est un antagoniste et/ou un inhibiteur endogène qui pourrait former un 
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hétérodimère avec la grande forme, neutralisant ainsi sa fonction pathologique. Ces 
résultats sont très prometteurs puisqu’ils suggèrent une régulation endogène de 
l’Angptl2. 
À l’avenir, nous voudrions donc caractériser le rôle physiologique joué par ce variant de 
l’Angptl2 et surtout comprendre son implication lors du développement de 
l’athérosclérose : surexprimer cette petite forme de l’Angplt2 dans notre modèle de 
souris ATX (LDLr-/-; hApoB100+/+) et examiner son impact sur la progression de la 
maladie s’avèrerait un outil de choix pour valider son effet antagoniste. Il serait aussi 
intéressant d’étudier les mécanismes de régulation de la petite forme de l’Angptl2, notre 
antagoniste endogène potentiel, chez l’humain. 
Nous possédons également des résultats préliminaires qui démontrent que chez des 
patients coronariens non actifs physiquement, l’exercice diminue significativement le 
niveau circulant d’Angptl2, 24 et 72 heures après l’exercice. De même, le niveau 
plasmatique d’Angptl2 diminue efficacement 2 heures après un repas riche en 
carbohydrates, suggérant que l’Angptl2 est sensible à l'environnement métabolique 
postprandial. Il reste énormément de travail à faire mais tester le rôle métabolique de 
l’Angptl2 sur des cohortes humaines fait partie de nos priorités. Nous voulons étudier le 
taux circulant d’Angptl2 chez des patients obèses soumis ou pas à un régime 
amaigrissant et à l’exercice et chez des patients coronariens avant et après un 
programme d’exercice physique. Nos résultats préliminaires montrent que trois mois 
d’entrainement physique diminuent significativement le taux circulant d’Angptl2 
anormalement élevé chez des patients coronariens. Si le taux d’Angptl2 régresse 
parallèlement à l’obésité et à la stabilisation de la pathologie cardiovasculaire, ces 
résultats permettraient de valider définitivement le rôle biomarqueur de l’Angptl2.  
 
À la lumière des résultats obtenus dans notre l’étude 5 (article), le niveau d’Angptl2 
augmente avec l’âge dans le plasma de la souris. Cette observation est également vraie 
chez l’humain (étude 5 et (Tabata et al., 2009)). Selon l’équipe du Dr Oike, l’Angptl2 
circulante est à un niveau très bas chez les centenaires (communication personnelle, 




coronariens : cela signifie-t-il que l’Angptl2 est un marqueur de l’âge biologique de nos 
cellules somatiques?  
Nos données préliminaires chez la souris sur la relation existante entre les deux formes 
de l’Angptl2 pourraient définir chez l’Homme les motifs potentiellement impliqués dans 
le fonctionnement de la protéine, ce qui constituerait des pistes idéales pour dessiner un 
peptide neutralisant l’Angptl2. Ce peptide pourrait être la petite forme de l’Angptl2 elle-
même. Puisque l’Angptl2 joue un rôle délétère dans les maladies chroniques 
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